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Referat: 
 
Die Layer – by – Layer – Technik ist ein Verfahren zur alternierenden Adsorption von 
entgegengesetzt geladenen Polyelektrolytmolekülen. Durch die Entropiezunahme und die 
elektrostatische Selbstorganisation  bilden sich dabei monomolekulare Schichten aus. 
Bestimmte Polyelektrolyte können durch eine kovalente Markierung mit Farbstoffen eine 
Fluoreszenz der Multischichtsysteme hervorrufen. Nutzt man diese Technologie für die 
Beschichtung von kolloidalen Partikeln, können diese dann mit Hilfe eines 
Durchflusszytometers schnell und präzise quantifiziert werden. Es werden dabei neben der 
Fluoreszenz weitere Merkmale einzelner Partikel simultan erfasst.  
 
Die Arbeit untersucht den Einfluss des pH – Wertes auf die Fluoreszenzintensität von 
Multischichtsystemen während  des Beschichtungsvorgangs von Siliziumdioxidpartikeln mit 
kovalent an Polyallylaminhydrochlorid (PAH) gebundenem Rhodamin – B – Isothiocyanat.   
Durch eine konsequente Pufferung mit 2–(N–Morpholino)ethansulfonsäure während der 
Beschichtung kann anschließend eine Verbesserung der Homogenität der Schichtbildung und 
eine Erhöhung der Fluoreszenzintensität erzielt werden. Weiterhin sollen kolloidale Partikel 
unter konstanter Pufferung zusätzlich zu Rhodamin – B – Isothiocyanat mit an PAH – 
gebundenem Fluoresceinisothiocyanat beschichtet werden. Dieses Farbstoffpaar weist bei 
Annäherung eine Fluoreszenzsteigerung durch einen Fluoreszenzresonanzenergietransfer aus. 
Durch Variation von Schichtanzahl und Abstand wurden verschiedene Partikelpopulationen 
hergestellt, die sich in Ihrer Fluoreszenzintensität analog zu einem Bead Array Assay im 
Durchflusszytometer klar differenzieren lassen und dabei auch eine gleichmäßige Steigerung 
der Fluoreszenzintensität analog zur Anzahl der fluoreszenten Schichten aufweisen.
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1 Einleitung 
1.1 Motivation und Zielstellung der Arbeit 
 
In Medizin, Wissenschaft und Technik werden Fluoreszenzfarbstoffe seit vielen Jahren zu 
unterschiedlichsten Untersuchungszwecken verwendet. Im Bereich der Medizin stehen für die 
Diagnostik meist nur geringe Mengen von Körperflüssigkeiten, wie zum Beispiel bei 
Neugeborenen, Cerebrospinal– und Pleuraflüssigkeit oder anderen Punktaten, zur Verfügung. 
Erschwerend kommt noch dazu, dass meist mehrere Parameter innerhalb dieses geringen 
Probevolumens ermittelt werden müssen und manchmal auch in zeitlichem Abstand eine 
Verlaufskontrolle der Messergebnisse notwendig ist. Weiterhin sollten die Ergebnisse 
innerhalb einer kurzen Zeitspanne vorliegen, um rechtzeitig mit einer Therapie beginnen zu 
können. Als wichtiges Beispiel sei hier die Neonatologie, insbesondere die 
Interleukindiagnostik mit der Bestimmung von Entzündungsparametern mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie, genannt (Jung et al. 1993, Mehr et al. 2001, Knackstedt et al. 2005). 
Das etablierte immunologische Standardverfahren zur fluoreszenzbasierten 
Konzentrationsbestimmung ist der „Enzyme – Linked Immunosorbent Assay“, kurz ELISA. 
Die benötigte Probemenge pro Messung ist gering, jedoch kann nur ein Parameter pro 
Messung ermittelt werden. 
 
Ein modernes Verfahren, welches mit einem noch geringeren Probevolumen auskommt und 
mehrere Analyten simultan quantifiziert, ist der so genannte multiplexe Bead Array Assay. 
Unterschiedlich fluoreszierende kolloidale Messteilchen, die modifiziert und dann mit Hilfe 
der Durchflusszytometrie gemessen werden können, bilden dabei die Grundlage der 
Technologie. Für verschiedene Anwendungsgebiete sind heute Bead Arrays kommerziell 
erhältlich, zum Beispiel die xMAP - Technologie der Firma Luminex aus Texas (USA), bei 
der theoretisch bis zu 100 verschiedene Analyten simultan charakterisiert werden können. Im 
Bezug auf das ELISA – Verfahren haben sich diese Systeme als schneller, leichter anwendbar 
und reproduzierbar sowie kostengünstiger erwiesen (Ling et al. 2007, Elshal und McCoy 
2006). Die Herstellung von verschieden eingefärbten kolloidalen Beads ist zurzeit noch ein 
relativ komplexer Vorgang, bei dem schon bei Synthese der Partikel der Fluoreszenzfarbstoff 
unter der Anwendung kovalenter Chemie eingebaut wird.  
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Einen anderen interessanten und flexibleren Weg geht dabei die Layer – by – Layer – 
Technologie, basierend auf kolloidalen Mikropartikeln (Sukhorukov et al. 1998). Die 
Mikropartikel werden dabei von unterschiedlich geladenen Polyelektrolyten alternierend 
beschichtet, wobei die Schichtbildner entsprechend bestimmter Parameter frei wählbar sind 
und mit Fluoreszenzfarbstoffen modifiziert werden können. Dies kann zum einen über die 
Anzahl der fluoreszenzmarkierten Polyelektrolytschichten und die Anzahl der gebundenen 
Farbstoffmoleküle am Polyelektrolytmolekül geschehen. Die theoretisch unbegrenzte 
Kumulation dieser Schichten ist aber durch technische Hindernisse wie Partikelverlust und 
Aggregation begrenzt. Durch zwei Farbstoffe, die über den 
Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET) miteinander interagieren, können die 
Fluoreszenzintensitäten zum anderen zusätzlich erhöht und variiert werden. Die Untersuchung 
der Layer – by – Layer – Methode  zur Herstellung fluoreszenzgraduierter Partikel soll 
Gegenstand dieser Arbeit sein. 
 
Voraussetzung für gleichmäßige Polyelektrolyt – Schichtdicken und reproduzierbare 
Ergebnisse ist dabei die Beschichtung unter gleichen Bedingungen wie Salzkonzentration 
oder pH – Wert (Shiratori und Rubner 2000). Durch den Herstellungsprozess von mit 
Farbstoff markierten Polyelektrolyten kann es gegenüber dem reinen Polyelektrolyten zu 
Unterschieden im pH – Wert kommen, was zu unerwünschten Veränderungen der 
Beschichtungsbedingungen führen kann. In der Vergangenheit traten daher bei 
konventioneller Beschichtung in NaCl – Lösung Irritationen bei der Verwendung von mit 
Farbstoff markiertem Polyelektrolyt auf, die sich in der Aggregation von Partikeln sowie 
unregelmäßigem Schichtwachstum äußerten. Weiterhin waren reproduzierbare Ergebnisse 
sowie ein linearer Fluoreszenzintensitätsanstieg pro fluoreszenter Schicht nicht erreichbar, da 
auf die Einhaltung eines optimalen pH – Wertes wenig geachtet wurde. Das hat u. a. seinen 
Grund darin, dass die meisten Puffersysteme mit den üblicherweise zur Beschichtung 
verwendeten Polyelektrolytkomponenten unerwünschte Assoziationen eingehen, die eine 
reguläre Beschichtung beeinträchtigen. Zum Beispiel binden sich  in der Lösung vorhandene 
Phosphationen an Polyallylaminhydrochlorid (PAH) und setzen dadurch dessen Ladung 
herab. Dadurch wird die Beschichtung erschwert bzw. unmöglich, wenn es zur Flockung 
kommt.    
 
Das in den Versuchen verwendete PAH ist ein schwacher Polyelektrolyt, dessen Ladungsgrad 
und damit die Schichtmorphologie in hohem Maße vom pH – Wert abhängt. Analog trifft das 
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für alle primären und sekundären Polyamine, sowie für alle Polyanionen mit 
Karboxylgruppen zu. Diese Dissertation hat deshalb zum Ziel, eine geeignete Pufferlösung im 
optimalen pH – Bereich für diese Polyelektrolytbeschichtungen zu finden, um dadurch ein 
optimales Schichtwachstum zu ermöglichen. Weiterhin sollen die Fluoreszenzintensitäten 
verschiedener Layer – by – Layer – Konfigurationen in Pufferlösung mit denen in einem 
herkömmlichen Lösungsmittel verglichen werden, um die Funktionalität des 
Beschichtungsvorgangs im Sinne eines regulären Schichtwachstums  in der verwendeten 
Pufferlösung nachzuweisen.  Das ist die Voraussetzung zur Herstellung reproduzierbarer 
graduierter Fluoreszenzabstufungen auf kolloidalen Trägern mit der LbL – Methode. 
 
Unter Verwendung zweier weit verbreiteter Fluoreszenzfarbstoffe, Rhodamin – B – 
Isothiocyanat (RITC) und Fluoresceinisothiocyanat (FITC), soll PAH markiert und in 
unterschiedlicher Schichtanzahl und Variation in Multischichten auf kolloidale 
Siliziumdioxidpartikel aufgebracht und mit Hilfe der Durchflusszytometrie quantifiziert 
werden. Der Nachweis gelingt unter anderem über den schrittweisen Anstieg der 
Fluoreszenzintensität mit Zunahme der adsorbierten Schichten (nach Schnäckel et al. 2007).  
 
Eine weitere Differenzierung und Modifikation von Layer – by – Layer – Mikropartikeln zur 
Erzielung abgestufter Fluoreszenzintensitäten im Sinne eines Bead Array Assay soll unter 
Ausnutzung des FRET zwischen den oben genannten Fluoreszenzfarbstoffen in 
unterschiedlichen Schichten erreicht werden. Variationen von Abstand und Schichtanzahl 
sollen untersucht und hinsichtlich ihrer Funktionalität und der maximal möglichen 
Fluoreszenzintensität beurteilt, sowie Grenzen des Verfahrens aufgezeigt werden. 
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2 Material und Methode 
2.1  Layer – by – Layer – Technologie 
2.1.1 Historischer Hintergrund der Layer – by – Layer – Technologie und  
Schematische Darstellung 
 
Die Idee, organische, ultradünne Mehrfachschichten auf feste Oberflächen aufzubringen, 
wurde 1935 erstmals mit der Langmuir – Blodgett Technik umgesetzt (Blodgett 1935). Dabei 
wird mittels eines geeigneten Substrates (z.B. Lipid) ein dünner Film auf einer 
Wasseroberfläche gebildet. Nach dem Durchtauchen eines Festkörpers wird dieser Film auf 
die Körperoberfläche übertragen.  
 
Kuhn und Möbius verfeinerten diese Technik in den 1960er Jahren weiter und konnten unter 
anderem auch den direkten Nachweis für die Abhängigkeit zwischen Förster’schem 
Energietransfer und der Entfernung zwischen Donor- und Akzeptorfarbstoff, welche in 
unterschiedlichen Schichten gelagert waren, erbringen (Kuhn et al. 1971, Inacker et al. 1976). 
 
Die „Layer – by – Layer“ – Technik (LbL – Technik) wurde 1991 von Decher et al. in der 
praktischen Anwendung eingeführt. Die Basis dieses Verfahrens bilden dabei sich selbst 
assemblierende, entgegengesetzt geladene Polyelektrolytmonomere, die durch elektrostatische 
Kräfte auf einer Oberfläche adsorbieren und Polyelektrolytschichten ausbilden. Die Dicke des 
Polymerfilms kann dabei durch die Anzahl der Zyklen und die Ionenbedingungen in der 
Lösung beeinflusst werden. Dieses Prinzip wird auch als elektrostatische Selbstorganisation 
(ESA) bezeichnet und ist in Abbildung 1 verdeutlicht.  
 
2 Material und Methode  9 
  
 
 
Abb. 1: Schema zur Layer – by – Layer – Beschichtung auf planen Oberflächen 
 Eintauchen einer gereinigten Quarzoberfläche in eine Lösung negativ geladener  
 Polyelektrolyte (Polyanionen) und Adsorption der ersten Schicht. Nach Auswaschen  
 des Überstandes und anschließender Adsorption positiv geladener Polyelektrolyte   
 resultiert eine Doppelschicht (Bilayer) (aus Decher et al. 1992) 
 
Sukhorukov et al. erweiterten diese Art der Beschichtung 1998 auf kolloidale Mikropartikel, 
wie in Abb. 2 schematisch dargestellt. Die verwendeten Schichtmaterialien können dabei je 
nach Bedarf variiert werden, um den Mikropartikeln bestimmte Eigenschaften zu verleihen 
(z.B. Fluoreszenz). Als Schichtmaterialien bevorzugt man jedoch Polymere mit 
Polyelektrolytcharakter. Andererseits können auch verschiedene Kernmaterialien verwendet 
werden (z.B. Latexpartikel, biologische Zellen, organische Kristalle). In manchen Fällen 
gelingt auch die Auflösung des Kernmaterial ohne Beschädigung der Hülle durch extrem 
niedrigen pH – Wert (z.B. durch Flusssäure pH<1,5), so dass dabei hohle Kapseln entstehen 
(Donath et al. 1998). Denkbare Anwendungen dieser Kapseln sind dabei 
Medikamententrägersysteme für biologisch aktive Substanzen wie Enzyme oder 
Entzündungshemmer. Eine Verwendung als Mikroreaktoren  mit definiertem Volumen für die 
Grundlagenforschung wurde beschrieben (Shi et al. 2004). 
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Abb. 2: Schema zur Layer – by – Layer – Beschichtung auf  kolloidalen Oberflächen,  
 n – Anzahl der Wiederholungen  
 
2.1.2 Allgemeines Prinzip und Durchführung der Layer – by – Layer – Beschichtung 
 
Das Ziel der Layer – by – Layer – Technologie ist es, eine bestimmte Anzahl von 
Polyelektrolytschichten auf eine Oberfläche aufzubringen. Die geladene Oberfläche, zum 
Beispiel ein kolloidales Teilchen, wird mit der Lösung eines entgegengesetzt geladenen 
Polyelektrolyts inkubiert. Dabei kann die Inkubationszeit bis zur erfolgreichen Adsorption je 
nach Polyelektrolyt von Minuten bis Stunden variieren. Dieser Vorgang kann sowohl manuell 
als auch maschinell erfolgen. 
Es wird nur eine bestimmte Anzahl von Polyelektrolytmolekülen bis zur Sättigung der 
Bindungsstellen adsorbiert, dabei liegt eine selbstlimitierende Reaktion vor. Bei geeigneten 
Bedingungen adsorbieren mehr Ladungsstellen als die stöchiometrische Anzahl von 
entgegengesetzten Ladungen des Untergrunds vorgibt. Die resultierende Oberflächenladung 
kehrt sich daher im Vorzeichen um, was als Voraussetzung zur Adsorption weiterer Schichten 
gilt. Um den Überschuss an Polyelektrolyten in der Lösung zu entfernen, müssen nach jedem 
Inkubationsvorgang mehrere Waschungen durchgeführt werden. Danach wird das Verfahren 
+ 3x 3x
+
n
centrifugation centrifugation
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mit dem anderen, entgegengesetzt geladenen Polyelektrolyt wiederholt. Durch die Adsorption 
der nächsten Schicht kehrt sich die Oberflächenladung erneut um. Diese Zyklen mit 
alternierender Adsorption von Polykationen und Polyanionen führen somit zu einem 
schrittweisen Anwachsen der Polyelektrolytschichten mit kontrollierten Eigenschaften. Der 
Vorzeichenwechsel der Oberflächenladung kann durch die Messung des -Potentials 
nachgewiesen werden, welches ein Maß für das Oberflächenpotential ist. 
 
    
Abb. 3: Verlauf des -Potentials bei alternierender Beschichtung mit PAH / PSS 
 Dargestellt ist das -Potential negativ geladener Melaminformaldehydpartikel  
(Durchmesser: 3,35 μm) als Funktion der adsorbierten  Schicht für die  
Polyelektrolytpaare PAH/PSS, gerade Zahlen stehen für PAH,  ungerade für PSS  
(Sukhorukov et al. 1998) 
 
Jedoch lässt sich das Verfahren der Layer – by – Layer – Technologie nicht allein auf die 
wechselnden Oberflächenladungen zurückführen. Als wichtigster Punkt wird heute die 
Entropiezunahme des gesamten Systems gesehen, die vor allem durch ein Freiwerden von 
Ionen aus den adsorbierten Polyelektrolyten zustande kommt (z.B. Cl
-
, Na
+
). Ebenfalls frei 
wird auch Lösungsmittel, welches zuvor an den Polyelektrolytmonomeren angelagert war. 
Je nach Größe, Struktur und Beschaffenheit der verwendeten Polyelektrolyte treten in 
verschiedener Gewichtung noch andere chemische Wechselwirkungen und Ladungen auf, 
welche die Molekülinteraktion beeinflussen können (Bertrand et al. 2000). 
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Polyelektrolytadsorption unter den normalerweise gewählten Bedingungen ist nahezu 
irreversibel, so dass kein Gleichgewicht vorliegt. Dies bestätigt die Wirksamkeit der 
elektrostatischen Selbstorganisation, legt aber auch eine vorausschauende Regelung der 
verschiedenen Reaktionsparameter zugrunde, um die Schichtdicke zu kontrollieren. 
 
Um einen stabilen und gleichmäßigen Zuwachs der Polyelektrolytschichten zu gewährleisten, 
ist eine Waschung nach jedem Inkubationsschritt notwendig. Während der Zentrifugation 
sedimentieren die schwereren Kernpartikel und der Überstand mit überschüssigem, gelöstem 
Polyelektrolyt kann abgezogen werden. Danach füllt man das Sediment wieder mit reinem 
Lösungsmittel auf, vermischt die Suspension und wiederholt den Vorgang gegebenenfalls 
mehrfach, um freie Polyelektrolytmoleküle zu eliminieren, bevor eine neue Schicht 
aufgelagert wird. 
Eine weitere Möglichkeit ist das Filtern der kolloidalen Lösung, um Partikel von freien 
Polyelektrolytmolekülen zu trennen (Voigt et al. 1999). 
 
2.1.3 Templat – und Schichtmaterialien 
 
2.1.3.1 Kolloidale Template 
 
Als Untergrund für eine Beschichtung eignen sich unterschiedlichste Materialien, die in Form 
und Größe variieren können. Hauptsächlich erfolgt die Bindung der einzelnen Schichten über 
das Vorliegen einer Oberflächenladung, jedoch werden auch weitere Formen der Bindung, 
wie zum Beispiel Wasserstoffbrückenbindungen, gegenwärtig untersucht (Estrela-Lopis et al. 
2010). Häufig zum Einsatz für die Grundlagenforschung kommen vor allem kugelförmige,  
kolloidale Partikel in der Größenordnung von 500nm bis 250μm. Dabei wird noch zwischen 
organischen Materialien wie Polystyren – Latex (Rogach et al. 2000), Melaminformaldehyd 
(Leporatti et al. 2000) oder Polymethylmethacrylat und anorganischen Materialien wie 
Siliziumdioxid (Lvov et al. 1997), Salzen, Metallen oder Halbleitern sowie biokompatiblem 
CaCO3 (Volodkin et al. 2004) unterschieden. 
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Abb. 4: REM - Aufnahme einer dreidimensionalen Anordnung von monodispersen 1,5 µm  
 Siliziumdioxidpartikeln  
 (http://www.microparticles.de/images/sio2_1_5_rem.jpg, 2009) 
 
Auch biologische, komplexe Strukturen wie Zellen, insbesondere Erythrozyten (Estrela – 
Lopis et al. 2007)  und Bakterien (Neu et al. 2001), sind dabei als Kernmaterialien denkbar. 
Nach Überzug dieser biologischen Zellen mit mehreren Schichten von Polyelektrolyten bildet 
die entstandene Multischicht einen stabilen Überzug der Zelle, vom Prinzip her eine 
formtreue Verschalung. Dies wurde z.B. anhand der verschiedenen Erythrozytenformen 
demonstriert: Normalform (Diskozyt), Stechapfelform (Echinozyt) und Becherform 
(Stomatozyt) (Möhwald et al. 2002).  
 
  
 
Abb. 5: Aufnahme mit einem Rasterelektronenmikroskop (SEM) von einem fixierten  
 Erythrozyten (Diskozyt, links) und von Echinozyten (rechts) mit jeweils 10  
 Polyelektrolytschichen (PAH/PSS)5 (Neu 1999, Donath et al. 2002,  
 Estrela-Lopis et al. 2007). 
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2.1.3.2 Schichtmaterialien 
 
Die Gruppe der Schichtbildner gestaltet sich vielfältig. Nötig ist auch hier eine minimale 
Ladungsdichte zur Ausbildung von elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem 
Kernmaterial und anderen Schichtbildnern. 
Die Bandbreite der Materialien reicht dabei von organischen und anorganischen Molekülen 
über Makromoleküle bzw. Biomakromoleküle, wie Lipide, Proteine oder DNA bis zu 
kolloidalen Partikeln (Decher 2002). Am häufigsten verwendet werden makromolekulare 
Polyelektrolyte. Die Vorteile liegen unter anderem in der meist einfachen Verfügbarkeit, einer 
Ausbildung von stabilen Multischichten und der relativ einfachen Handhabung. Beispiele 
hierfür sind Polyallylaminhydrochlorid (PAH), Polystyrensulfonat (PSS), 
Polydiallyldimethylammoniumchlorid (PDADMAC), Polyvinylsulfat (PVS), Polyacrylsäure 
(PAA) und Polyethylenimin (PEI) (Dähne et al. 2004). Die Strukturformeln der in dieser 
Dissertation verwendeten Polyelektrolyte PAH und PSS sind in Abb. 6 dargestellt. 
 
PAH 
 
 
 
PSS 
 
 
 
Abb. 6: Strukturformeln von PAH  und PSS  
 
Weiterhin sind auch Polyelektrolyte mit speziellen funktionellen Eigenschaften wie 
fluoreszierende (Fischer et al. 1999), leitfähige (Cochin et al. 1997), magnetische (Caruso et 
al. 2001) und thermisch sensitive Polyelektrolyte (Nolan et al. 2004) verwendet worden. Auch 
biologische Moleküle wie Nukleinsäuren (Lvov et al. 1993), Proteine (Caruso et al. 1999), 
Kohlenhydrate (Schoeler et al. 2006), Lipide (Moya et al. 2000) und ebenso höhere 
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supramolekulare Strukturen wie Viren (Fischlechner et al. 2005) sind zur Schichtbildung 
befähigt.  Auch die Beschichtung mit (spezifischen) Antikörpern (Cortez et al. 2006), 
kolloidalen Nanopartikeln wie zum Beispiel Fullerenen (Guldi et al. 2004) und Halbleitern 
(Hojeij et al. 2008) gelang ebenfalls mittels Layer – by – Layer – Technologie.  
 
 
2.1.4  Eigenschaften von Polyelektrolyt – Multischichten 
 
Aufgrund der Vielzahl von möglichen Schichtbildnern und Umweltbedingungen können die 
Eigenschaften und Schichtdicken von Multischichten erheblich variieren. Zur näheren 
Differenzierung der Eigenschaften eignen sich Messmethoden wie Röntgenstreuung (SAXS), 
Neutronenstreuung (SANS), Rasterkraftmikroskopie (AFM), Infrarotspektroskopie, Zeta –
Potential – Messungen bzw. die Schwingquartzmikrowaage (Sukhorukov et al. 1998). Die 
Dicke von Multischichten hängt zu einem großen Teil von der verwendeten Konzentration der 
Salzlösung und der Beschaffenheit der verwendeten Polyelektrolyte ab. Dabei bedingt eine 
höhere Salzkonzentration meist eine Zunahme der Schichtdicke (Sukhorukov et al. 1996). 
Angegeben wird die durchschnittliche Dicke einer Polyelektrolyteinzelschicht im System 
PAH / PSS, bestimmt mittels Neutronenstreuung, mit 16,6 Ångström (1,66 nm) (Estrela – 
Lopis  et al. 2002). Eine Beschichtung mit Immunglobulin G ergab sogar Dicken von bis zu 
37 nm pro Schicht (Caruso et al. 2003). Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass es 
sich statt einem planaren Aufeinanderliegen vielmehr um die Überlappung und Verflechtung 
einzelner Schichten handelt, die bis zu vier darauf – und darunterliegenden Schichten noch 
erreicht (Decher 1997).  
 
Das Layer – by – Layer – Verfahren ermöglicht theoretisch eine unbegrenzte Anzahl von 
Beschichtungszyklen, ist jedoch in der Praxis durch einen zunehmenden Partikelverlust je 
Waschung und einen hohen Zeitaufwand eingeschränkt. Die Stabilität der 
Polyelektrolytmultischichten hängt unter anderem vom verwendeten Polyelektrolytpaar, der 
Ionenkonzentration der Lösung, dem Lösungsmittel und dem pH – Wert ab. 
 
Als besonders langzeitstabil, gut modifizierbar und einfach in der Präparation hat sich das 
bereits erwähnte Paar PAH / PSS erwiesen. Es erweist sich auch als resistent gegenüber vielen 
organischen Lösungsmitteln (Moya et al. 1999) und extremen pH – Wert – Schwankungen. 
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Durch die Möglichkeit den Kern aufzulösen, ergaben sich viele neue Forschungs- und 
Anwendungsgebiete. In Abbildung 7 ist eine durch Auflösung eines 
Melaminformaldehydpartikels (PSS / PAH – Multischicht) in HCL entstehende hohle 
Polymerkapsel dargestellt (Sukhorukov et al. 1999). Die Kapselwände sind dabei je nach pH 
– Wert unterschiedlich permeabel für kleinere Ionen. Hohe Salzkonzentrationen in der 
Lösung verbessern die Permeabilität, da die Ionen mit den Bindungsstellen der 
Polyelektrolyte konkurrieren und so ein gelockertes Netzwerk erzeugen. 
Polyelektrolytmultischichten sind normalerweise für Makromoleküle nicht permeabel, jedoch 
konnten Ibarz et al. im Jahr 2001 Makromoleküle durch gezieltes Variieren der 
Salzkonzentration in hohle Polymerkapseln durch Poren in der Kapselwand einschleusen. Ein 
späteres Schließen der Poren verhinderte einen Austritt der Makromoleküle und somit war ein 
Transport in so genannten „Microcontainern“ möglich. 
Durch eine Beschichtung der Kapseln mit Lipiden senkt sich die Permeabilität für 
verschiedene Stoffe, wie z.B. Farbstoffe, erheblich (Moya et al. 2000). 
 
 
 
 
Abb. 7: Schema zur Verdeutlichung der schrittweisen Adsorption von positiv (grau) und  
 negativ (schwarz) geladenen Polyelektrolyten auf negativ geladenen  
 Kolloidpartikeln (a – d). Nach dem Entfernen des Kerns (e) erhält man eine Lösung    
 hohler Polymerkapseln (f) (Angelehnt an Donath et al. 1998). 
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2.1.5 Biomedizinische Anwendungen der Layer – by – Layer  – Technologie 
 
Die Bandbreite der biologischen Verwendung der Layer – by – Layer – Technologie ist heute 
bereits sehr groß. Enzyme und reaktive Biomoleküle konnten in hohen Konzentrationen in 
Polymerkapseln eingeschlossen werden und können eventuell durch spezifische 
Oberflächenantikörper in Zielzellen eingeschleust werden (Yu et al. 2005).  
 
So konnten Cortez et al. im Jahr 2006 nachweisen, dass mit dem Antikörper huA33 
beschichtete Polymerkapseln in Krebszellen des Dickdarms an das Oberflächenantigen A33 
ankoppeln und von den Zellen eingeschleust werden. Ai et al. erreichten 2005 durch den 
Einbau spezieller Zytoplasmaproteine in die äußere Kapselschicht die Aufnahme von Kapseln 
in MCF - 7 Brustkrebszellen. Eine weitere Möglichkeit der spezifischen Ankoppelung an 
Zielzellen besteht über Virusproteine in der äußeren Kapselhülle (Fischlechner et al. 2005), 
wobei eine unspezifische Aufnahme durch Dextransulfatbeschichtung erreicht werden kann 
(Reibetanz et al. 2006). 
 
Durch Einbringen von Polyvinylpyrrolidon – Polymethacrylatcystein – Kapseln in die 
physiologische Umgebung des Organismus (z.B. Blutkreislauf) und Aufnahme in Zielzellen 
kann durch schrittweises Aufspalten von Schwefelbindungen der Polymere eine kontrollierte, 
langsame Freisetzung des Kapselinhaltes erfolgen (Zelikin et al. 2006). Die kontrollierte 
Freisetzung mittels Laserimpulsen aus goldbeschichteten Nanokapseln konnte von Angelatos 
et al. im Jahr 2005 nachgewiesen werden und stellt eine Möglichkeit der Freisetzung eines 
breiten Spektrums von bioaktiven Stoffen an lichtzugänglichen Stellen dar. 
 
Polyelektrolytkapselsysteme eignen sich auch für die Sensormessung im Nanobereich. Vor 
kurzem konnte die mechanische Belastung von über Endozytose in Zellen aufgenommenen 
Mikropartikeln über eine nachweisbare Verformung des Kapselskeletts bestimmt werden 
(Himmelhaus und Francois 2009). Es bieten sich damit weitere Forschungsfelder im Bereich 
der Zellarchitektur. Moderne Halbleiterfluoreszenzfarbstoffe (Quantum Dots), die je nach 
Partikelgröße unterschiedliche Fluoreszenzeigenschaften besitzen, können auch im Bereich 
der Sensortechnik verwendet werden, so zum Beispiel zur Blutglucosebestimmung (Li et al. 
2009). 
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2.2 Praktische Vorgehensweise bei der Partikelbeschichtung 
 
2.2.1 Herstellung von RITC – PAH und FITC – PAH 
 
Zur Konjugation von Rhodamin – B – Isothiocyanat (RITC) und PAH wurde RITC in 2,5 ml 
Methanol und PAH in 2,5 ml Natriumhydrogencarbonatpuffer (pH 8,5) gelöst und zwei Tage 
lang unter Rühren in einer lichtgeschützten Flasche inkubiert. Danach erfolgte zunächst eine 
mehrfache Dialyse durch eine feinporige Membran (MW<12000) gegen H20 und 
anschließend eine Schüttelkolbenextraktion mit Butanol um ungebundenes RITC 
abzutrennen. Das verbliebene RITC – PAH – Butanol – Gemisch wurde in kleinen Mengen 
nach Einwaage der Aufbewahrungsgefäße bei -20°C tiefgefroren, anschließend im Vakuum 
gefriergetrocknet und dann bei 4°C gelagert. Das getrocknete RITC – PAH  lässt sich gut in 
wässrigen Lösungen auflösen. Durch Berechnung der Gewichtsdifferenz nach dem Trocknen 
kann die Menge an PAH ermittelt werden. Die Masse von RITC ist sehr gering und kann 
vernachlässigt werden. Mit einem UV – VIS Spektrometer wurde die gemessene RITC – 
Extinktion mit einer vorhandenen Eichkurve verglichen. Unter Verwendung des 
Extinktionskoeffizienten ε=115,85 g‾¹·cm‾¹ konnte dann die Konzentration von RITC 
bestimmt und somit das Labelverhältnis der gebundenen RITC – Moleküle pro PAH – 
Molekül ermittelt werden.  
 
Zur kovalenten Verbindung von Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und PAH wurden FITC in 
0,5 ml Methanol und PAH in 2,5 ml Natriumhydrogencarbonatpuffer (pH 8,5) gelöst und 
zwei Tage lang unter Rühren inkubiert. Danach erfolgte eine mehrfache Dialyse gegen H2O 
und anschließend eine Säulengelchromatografie (Sephadex G – 25) in 0,1 M NH4CL / NH3  – 
Puffer (pH 8,5). Das erhaltene FITC – PAH wurde nach Einwaage im Vakuum 
gefriergetrocknet und dann bei 4°C gelagert. Das Labelverhältnis wurde analog zu RITC – 
PAH unter Verwendung des Extinktionskoeffizienten ε=207,97 g‾¹·cm‾¹ ermittelt. 
 
Die molaren Massen (M) von PAH mit etwa 70000 g*mol
-1
 und FITC (M≈390 g*mol-1) bzw. 
RITC (M≈536 g*mol-1) unterscheiden sich deutlich. Deshalb werden für einen Ansatz mit 100 
mg PAH und Labelverhältnis 1:10 nur 5,67 mg FITC  bzw. 7,66 mg RITC benötigt.  
Ein genaues tatsächliches Labelverhältnis durch abgewogene Mengen von Farbstoff und PAH 
im Versuchsansatz zu planen ist nur bedingt möglich. Vor allem durch die 
Säulengelchromatografie von FITC – PAH und die Schüttelkolbenextraktion von RITC – 
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PAH geht nicht nur ungewünschter freier Farbstoff, sondern auch ungebundenes und 
gebundenes PAH verloren.  
Bei einem geplanten Ansatz von 10 Molekülen Farbstoff auf ein PAH – Molekül ist mit 
einem tatsächlichen Labelverhältnis von 1:5 zu rechnen (Schnäckel et al. 2007).  
 
2.2.2 Beschichtung von Siliziumdioxidpartikeln 
 
Als Kernmaterial dienten Siliziumdioxidpartikel mit dem Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm 
(microParticles GmbH Berlin, Deutschland). Nach Zentrifugation und Verwerfen des 
Überstandes wurden die Partikel in 0,5 M NaCl – Lösung resuspendiert. Danach wurden sie 
in eine 1mg*ml
-1
 – Lösung PAH in 0,5 M NaCl pipettiert und unter konstantem Schütteln 10 
min inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation mit 600facher Erdbeschleunigung  
und dann ein Waschvorgang in 0,1 M NaCl – Lösung. Nach dreimaliger Wiederholung des 
Waschvorgangs wurde die Suspension in 1mg*ml
-1
 – PSS – Lösung in 0,5 NaCl gegeben. 
Nach zehnminütiger Inkubation schloss sich wieder eine dreifache Waschung mit 
destilliertem Wasser an, welcher dann eine erneute PAH – Beschichtung folgte. Die 
Beschichtung mit RITC – PAH und FITC – PAH verläuft analog. Anschließend wurden die 
Partikel bei 4°C unter Abdunklung gelagert. 
 
In großen Teilen dieser Dissertation wurde zum Auflösung von PAH, PSS, RITC – PAH und 
FITC – PAH und zur Waschung eine Pufferlösung aus 2 – (N – Morpholino) ethansulfonsäure 
(MES) verwendet. Die Konzentration betrug dabei 50 mMol MES in 0,1 bzw. 0,5 M NaCl – 
Lösung bei einem durch 1M NaOH titrierten pH – Wert von 6,0. Die Beschichtung der 
Siliziumdioxidpartikel erfolgte dabei analog zum Standardprotokoll. Zur Herstellung der 
Lösungen wurde destilliertes Wasser verwendet, welches zuvor mit einem Millipore – Filter 
(Simplicity, USA) bis zu einem elektrischen Widerstand von 18,2 MΩ gereinigt und durch 
einen Bakterienfilter geleitet wurde. PAH, PSS, FITC und RITC wurden von der Firma Sigma 
(Deisenhofen, Deutschland) erworben, die Filtermembranen (MW<12000) stammen von 
Spectrum Laboratories Inc. (Californien, USA). Alle anderen Chemikalien wurden von Fluka 
(Neu-Ulm, Deutschland) erworben.  
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2.2.3 Fluoreszenzresonanzenergietransfer und Selbstauslöschung 
 
Der Fluoreszenzresonanzenergietransfer, kurz FRET, wurde 1948 von Theodor Förster 
wissenschaftlich beschrieben. Dabei wird Energie von einem angeregten Donorfarbstoff 
strahlungsfrei auf einen sich in der unmittelbaren Nachbarschaft befindlichen 
Akzeptorfarbstoff übertragen. Die Farbstoffe können dabei als Moleküle, Komplexe oder 
Nanopartikel vorliegen. Die Energie wird dabei nicht über Photonen, sondern über Dipol – 
Dipol – Wechselwirkungen übertragen. Eine Voraussetzung für einen erfolgreichen FRET 
sind dabei möglichst geringe Abstände der Fluorophore im Bereich weniger Nanometer. 
Weiterhin müssen sich das Emissionsspektrum des Donors und das Absorptionsspektrum des 
Akzeptors überlappen. Die Schnittfläche der Spektren ist dabei proportional zur 
Energietransferrate. Zuletzt sollten für einen maximalen Energietransfer die elektronischen 
Schwingungsebenen beider Farbstoffe parallel zueinander sein.  
 
Der Fluoreszenzresonanzenergietransfer führt in diesem Beispiel zu einer Abnahme der 
Strahlungsemission des Donorfarbstoffes FITC, während die Emission von RITC verstärkt 
wird. Die Effizienz des FRET kann mittels dieser Formel ermittelt werden.  
 
FITC
RITCFITC
I
I
E
_
1
 
 
IFITC_RITC ist dabei die Fluoreszenzintensität von FITC in direkter Anwesenheit von RITC in 
der darauf folgenden Doppelschicht und IFITC die Fluoreszenzintensität von FITC ohne 
Akzeptorfarbstoff. Die Effizienz E ergibt dabei immer einen Wert kleiner oder gleich 1. 
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Für ein beliebiges Donor – Akzeptor – Paar kann die FRET – Effizienz durch folgende 
Formel berechnet werden: 
 
66
0
6
0
rR
R
E


 
 
R0 –    Förster-Radius des Fluoreszenzpaares 
r –    Abstand der beiden Fluoreszenzfarbstoffe 
 
Der Förster – Radius bezeichnet den Abstand zwischen zwei Fluoreszenzfarbstoffen, bei dem 
zwischen diesen beiden Farbstoffen zu 50% eine strahlungsfreie Energieübertragung über den 
FRET beobachtet werden kann. Da der Förster – Radius für Fluoreszenzpaare bekannt und 
der Energietransfer messbar ist, kann der Abstand der Fluoreszenzfarbstoffe errechnet 
werden. Somit ist eine „molekulare Längenmessung“ möglich. 
 
Als Selbstauslöschung eines Fluoreszenzfarbstoffes (englisch: self – quenching) bezeichnet 
man den Prozess der gegenseitigen Verringerung der Fluoreszenz durch benachbarte 
Fluoreszenzmoleküle des gleichen Stoffes ohne Zerstörung des Stoffes. Entscheidend dabei 
ist der Abstand der Moleküle zueinander. Dieser Prozess kann die 
Gesamtfluoreszenzintensität einer Probe ungewollt verringern, wird aber auch in 
verschiedenen Untersuchungsmethoden, zum Beispiel zur Bestimmung räumlicher Abstände,  
bewusst ausgenutzt. 
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2.3 Verwendete Geräte 
 
2.3.1  Spektrophotometer 
 
Zur Bestimmung der Absorptionsspektren von RITC und FITC sowie des Labelgrades 
(Verhältnis von gebundenem Farbstoff an PAH) von RITC – PAH und FITC – PAH wurde 
ein Varian Cary 50 Bio UV – Vis Spektrophotometer verwendet. Um die ermittelte Extinktion 
beim Absorptionsmaximum einem bestimmten Labelgrad zuzuordnen, wurden Eichkurven 
mit den reinen Farbstoffen aufgenommen. Dabei wurde davon ausgegangen, dass die 
Konjugation des Farbstoffes an das PAH den molaren Extinktionskoeffizienten nicht 
beeinflusst. 
 
2.3.2  Durchflusszytometrie 
 
Da polyelektrolytbeschichtete Partikel bedingt durch die Präparation in Singletten, Dubletten 
oder Mehrfachaggregaten vorliegen, ist es nötig, die Fluoreszenzen verschiedener 
Populationen voneinander getrennt zu analysieren, wobei vor allem die einzeln vorliegenden 
Partikel, die Singletten, interessieren. Dies erfolgte mit Hilfe der Durchflusszytometrie in 
einem FACSCalibur™ Durchflusszytometer (Becton Dickinson, USA). Ein Großteil der 
Messungen innerhalb dieser Dissertation wurde mit Hilfe des FACS vorgenommen. Aus 
diesem Grunde werden das Funktionsprinzip und der Geräteaufbau im Folgenden 
ausführlicher erläutert. 
 
2.3.2.1  Kurzhistorie und Anwendung 
 
Die Entwicklung der Durchflusszytometrie in ihrer heutigen Form basiert auf dem Gedanken 
kleine Partikel wie Zellen, Bakterien oder Sporen aus einem Umgebungsstoff (Luft oder 
Lösungsmittel) möglichst schnell bestimmen zu können. Nach Freigabe durch die US – Army 
1947 wurden die Ergebnisse von Gucker et al. nach dem Zweiten Weltkrieg veröffentlicht, 
der ein „Flow Cytometer“ zur Entdeckung von biologischen Kampfstoffen (Bakterien, 
Sporen) in der Luft einwickelt hatte. Dabei wurde der Probeluftstrom so geleitet, dass eine 
Detektion der Partikel möglich war. 
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Dieses Prinzip wurde von P.J. Crossland – Taylor 1953 auf Flüssigkeiten übertragen. Die 
einzelnen in der Flüssigkeit vorhandenen Partikel werden dabei durch einen Hüllstrahl soweit 
fokussiert, dass sie gezählt werden können. Wallace Coulter wendete dieses Prinzip 1956 
erfolgreich auf Blutzellen an. Eine sehr schnelle Zählung bzw. Differenzierung war mit Hilfe 
der Widerstandsmessung möglich, da die Zellen eine andere Konduktivität als das umgebende 
Medium besaßen. 
 
Herzenberg et al. nutzten 1972 die Fluoreszenz von Partikeln als Sortierparameter. Das 
entwickelte Gerät wurde bereits als „Fluorescence activated cell sorter (FACS)“ bezeichnet. 
Die Firma Becton Dickinson (www.bd.com) erwarb 1973 die Lizenzen sowie den geschützten 
Handelsnamen FACS und produzierte das Gerät in Serie.  
 
Eine Weiterentwicklung dieses Prinzips fand dabei kontinuierlich bis heute statt. Die 
Genauigkeit der Fluoreszenzintensitätsdetektion wurde verbessert und der 
Wellenlängenbereich auf mehrere Kanäle ausgeweitet. Zur Anregung der Partikel stehen 
mehrere Laser zur Verfügung und zusätzlich sind hoch spezialisierte Sortieranlagen erhältlich. 
Moderne Geräte werden ausschließlich mit spezieller Software zur Steuerung und 
computergestützten Auswertung geliefert. Die heutigen Anwendungsbereiche des FACS 
finden sich vor allem in Teilgebieten der praktischen Medizin wie zum Bespiel Hämatologie, 
Infektiologie, Immunologie, Onkologie  und Humangenetik (Spermiensortierung, 
Chromosomenanalyse) als auch in Teilgebieten der Biologie zur Analyse von Pflanzen und 
Tierzellen. Mit der Verwendung in Pharmakologie und Toxikologie sowie in der 
biophysikalischen Grundlagenforschung hat das FACS ein sehr breit gefächertes 
Anwendungsspektrum (Shapiro 1994).  
 
2.3.2.2  Allgemeines physikalisches Prinzip 
 
Die Durchflusszytometrie ist ein automatisiertes Verfahren zur Bestimmung von Quantität 
und Qualität einzelner Zellen bzw. Partikel. Die Probeflüssigkeit wird dabei so durch einen 
Hüllstrahl ins Zentrum eines rechtwinklig angeordneten fokussierten Lichtstrahls oder Lasers 
geleitet, dass jeweils einzelne Teilchen detektiert werden können. Mit Hilfe verschiedener 
Detektoren ist es dann möglich Aussagen über Vorwärtsstreuung, Seitwärtsstreuung und 
Fluoreszenz der Teilchen zu geben.  
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Lichtquelle
Detektor für Seitwärtsstreuung
Detektor für Vorwärtsstreuung
 
Abb. 8: Modellschema einer Zelle mit Zellkern und unterschiedlicher Vorwärts– und  
 Seitwärtsstreuung der Strahlung im FACS 
 (Firma Becton – Dickinson  Biosciences, 2000) 
 
2.3.2.3  Messbare Parameter 
 
Mit Hilfe der Vorwärtsstreuung (FSC) lassen sich dabei Aussagen zur Größe der Zelle treffen. 
Das Licht wird im Winkel von 180° gestreut. Die Seitwärtsstreuung (SSC) hingegen lässt auf 
Strukturen im Nanometerbereich schließen. Sie ist ein Maß für die Granularität bzw. interne 
Komplexität und wird im Winkel von 90° zum Lichtstrahl gemessen. Die Fluoreszenz wird 
über mehrere Detektoren mit unterschiedlichen Wellenlängenbereichen, die 
Fluoreszenzkanälen (FL – Kanäle) zugeordnet sind, gemessen. Das Fluoreszenzmaximum der 
Probe sollte sich dabei mit dem gewählten Fluoreszenzkanal überschneiden. Daher ist es 
möglich, verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe und auch Farbstoffgemische zu messen. 
 
Shapiro stellt in seinem Werk „Practical Flow Cytometry“, wie in Tabelle 1 ersichtlich,  
einige Beispiele von messbaren Parametern vor, die mit Hilfe des FACS bestimmt werden 
können. 
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Tab. 1: Messbare Parameter in der Durchflusszytometrie 
(nach Shapiro, „Practical Flow Cytometry“, Wiley – Liss (1994), Seite 230) 
 
Beispiele für messbare Parameter mit Hilfe der Durchflusszytometrie 
Parameter Messmethode (Sonde, wenn verwendet) 
Intrinsische strukturelle Parameter 
Zellgröße Extinktion, Vorwärtsstreuung, Impedanz  
Zellform Kurvenform des Spannungsausschlags 
Granularität des Zytoplasma Seitwärtsstreuung 
Intrinsische funktionelle Parameter 
Redox – Zustand Fluoreszenz (endogene Pyridin und Flavin 
Nukleotide,  Autofluoreszenz) 
Extrinsische strukturelle Parameter 
DNA Gehalt Fluoreszenz (Propidium, DAPI) 
Nucleinsäuresequenz Fluoreszenz (gelabelte Oligonukleotide)  
Chromatinstruktur Fluoreszenz (Fluoreszenzsonden nach DNA – 
Denaturierung)  
Proteingehalt Fluoreszenz (kovalent oder ionisch bindende 
saure Farbstoffe) 
Antigene Fluoreszenz (gelabelte Antikörper) 
Extrinsische funktionelle Parameter 
Oberflächenrezeptoren Fluoreszenz (gelabelte Liganden) 
Oberflächenladung Fluoreszenz (gelabelte Polyionen)  
Membraneigenschaften Fluoreszenz (Fluoreszenzsonden)  
Enzymaktivität Fluoreszenz und Absorption (fluorogene und 
chromogene Substrate) 
Intrazellulärer pH – Wert Veränderung der Fluoreszenz (pH – Wert 
abhängige Farbstoffe) 
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2.3.2.4 Aufbau, Datenverarbeitung und Geräteeinstellungen 
 
Der Aufbau eines Durchflusszytometers gliedert sich in die Strömungsmechanik, den 
optischen Apparat und die elektronische Steuerung und Datenausgabe. 
 
Die Strömungsmechanik hat dabei die Aufgabe, die Probeflüssigkeit in einen möglichst 
dünnen Strahl zu bündeln. Für eine optimale Anregung ist es wichtig, dass der Laserstrahl die 
Partikel zentral trifft, alle Partikel getrennt hintereinander den Laser passieren und so pro 
Zeiteinheit jedes Teilchen einzeln registriert werden kann. Dieses Prinzip bezeichnet man 
auch als hydrodynamische Fokussierung oder Mantelstromverfahren. In der so genannten 
Flusskammer („flow chamber“) wird die Probe und die darin enthaltenen Partikel in eine 
bereits fließende Hüllflüssigkeit injiziert und beim Beschleunigen auseinander gezogen. Hüll-  
und  Probeflüssigkeit fließen dabei laminar und vermischen sich nicht (Abb. 9). 
 
 
 
Abb. 9: Schema der Flusskammer eines Durchflusszytometers mit Strömungsverhältnissen  
 bei unterschiedlichem Probenflüssigkeitsdruck (Becton Dickinson Biosciences, 2000) 
 
Die Probeflüssigkeit wird unter erhöhtem Druck in die Hüllflüssigkeit eingebracht. Je höher 
der Druck der Probe gewählt wird, desto höher wird die Durchflussrate und somit die Anzahl 
der den Laser passierenden Partikel. Dies ist vor allem bei niedrigen Partikelkonzentrationen 
in der Probeflüssigkeit hilfreich, um mehr Ereignisse pro Zeiteinheit zu messen. 
 
Der optische Apparat des Durchflusszytometers besteht aus Bauteilen zum Aussenden und 
Empfangen von Licht. Zur Bestrahlung der Partikel werden dabei eine Lichtquelle bzw. ein 
oder mehrere Laser verwendet. Die Strahlung wird über Spiegel und Linsen gebündelt und 
2 Material und Methode  27 
  
geleitet und trifft in der  Flusskammer auf die Probeflüssigkeit. Nach dem Auftreffen auf die 
Probe wird das durch die Partikel gestreute oder abgestrahlte Licht durch Linsen gesammelt 
und über ein System von Filtern, Detektoren und Spiegeln zerlegt und aufgefangen. Eine 
Übersicht für ein FACSCalibur™ (Fa. Becton Dickinson) ist in Abb. 10 dargestellt. 
 
 
 
Abb. 10: Schematischer Aufbau des optischen Apparates eines FACSCalibur™ der  
   Fa. Becton Dickinson Biosciences (www.bd.com, 2009, Produktkatalog) 
 
Die Bandbreitenfilter FL1 bis FL4 detektieren jeweils Licht eines bestimmten 
Wellenlängenbereiches. Die Bezeichnung FL1 530/30 entspricht somit einem 
Detektionsbereich von 515 – 545 nm. Die nachfolgenden Kanäle sind für langwelligeres Licht 
geeignet. Der Detektor FSC registriert die Vorwärtsstreuung der Partikel, wohingegen im 
Kanal SSC die Seitwärtsstreuung aufgezeichnet wird. 
 
Die elektronische Komponente des FACS wandelt die auf den Detektor auftreffenden 
Photonen in elektrische Signale um. Der Verlauf der elektrischen Spannung pro Partikel hat 
ihren Höhepunkt bei Passage des Partikels im Zentrum des Lasers und wird durch die Anzahl 
der auftreffenden Photonen pro Zeiteinheit und der gewählten Verstärkung 
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(Geräteeinstellung) beeinflusst. Ein Analog – Digital – Konverter wandelt die Spannung in für 
Computer verwertbare Daten um (Daten – Kanäle), die dann mittels einer speziellen Software 
gespeichert werden können. Es werden dabei beim FACSCalibur™ neben den Daten für FSC 
und SSC vier Fluoreszenzkanäle (FL1 bis FL4) sowie die Geräteeinstellungen gespeichert. 
Üblicherweise beinhaltet eine Messung 10000 detektierte Ereignisse, welche in einer Datei im 
„flow cytometry standard“ – Format (FCS) gespeichert werden. 
 
2.3.2.5 Fluoreszenzfarbstoffe und ihre Auswertung in FACS - Diagrammen 
 
Eine große Anzahl von möglichen Fluoreszenzfarbstoffen finden Verwendung im 
Zusammenhang mit FACS – Messungen. Sie unterscheiden sich dabei in ihren Absorptions– 
und Emissionsspektren und weisen Unterschiede in der erreichbaren Fluoreszenzintensität 
auf. Verschiedene Umweltfaktoren wie pH – Wert der Umgebung, Ionenkonzentration oder 
Wechselwirkungen mit anderen Molekülen (z.B. DNA) können die Ausgangsfluoreszenz 
deutlich erhöhen (Comings 1975). Durch die Kopplung zweier Farbstoffe entstehen neue, so 
genannte „tandem dyes“. Fluoreszenzeigenschaften, z.B. die Anregungswellenlänge, lassen 
sich  so zusätzlich verändern (Beavis und Pennline 1996). Der physikalische Hintergrund 
dafür liegt im Fluoreszenzresonanzenergietransfer, wie in der Begriffserklärung im Kapitel 
Material und Methoden beschrieben.  
 
Fluoreszenzfarbstoffe im FACS sind vor allem für Laser der Wellenlänge 488nm, die zum 
großen Teil eingesetzt werden, konzipiert. Zur Einfärbung von Proteinen und zur 
Antikörpermarkierung verwendet man unter anderem FITC, Alexa™ (Molecular Probes Inc.), 
Phycoerythrin, Rhodaminisothiocyanat sowie Tandemkonjugate wie Phycoerythrin – Cy5  
oder Phycoerythrin – Texasrot. Nukleinsäuren werden zum Beispiel mit Ethidiumbromid 
(EtBr), Syto13, Acridinorange (AO), Thiazolorange (TO), Styryl 8 (LDS751) oder 7-AAD (7-
AminoactinomycinD) gefärbt. Für Fette und Lipide können Dihydrorhodamin123 oder NBD 
(Nitrobenzoxadiazol) verwendet werden.  
Relativ neu auf dem Markt sind Halbleiterfluoreszenzfarbstoffe (Quantum Dots), die je nach 
Partikelgröße unterschiedliche Fluoreszenzeigenschaften besitzen.  
 
In Abb. 11 sind vier verschiedene Farbstoffe mit ihren Exzitations– und Emissionsspektren 
abgebildet, die jeweils mit ihrem Emissionsmaximum in einem der Kanäle (FL) eines BD 
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FACSCalibur® liegen. Überschneidungen von Emissionsspektren mit mehreren 
Fluoreszenzkanälen sind dabei durchaus üblich und müssen berücksichtigt werden. 
 
 
 
 
Abb. 11 : Exzitationsspektren (gestrichelte Linie) – und Emissionsspektren (eingefärbte  
    Felder) von FITC, Phycoerythrin, Propidiumiodid und Peridinin – Chlorophyll –  
    Protein bei einer Anregungswellenlänge 488 nm (Argon-Laser, FACSCalibur™) 
    FL1 – FL4 Fluoreszenzkanäle (senkrechte Trennlinien) 
    (http://www.bdbiosciences.com/external_files/media/spectrumviewer/index.jsp) 
 
Die kombinierbaren Farbstoffe können sich somit deutlich in ihren Emissionsmaxima 
unterscheiden und werden von den verschiedenen Fluoreszenzkanälen detektiert. Es ist damit 
möglich simultan mehrere Fluoreszenzfarbstoffe zu analysieren. Ein mögliches Beispiel ist 
die Kopplung von unterschiedlich fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikörpern, die an 
Zellsubpopulationen ankoppeln und diese im FACS differenziert werden können. 
 
Die Auswertung von Durchflusszytometriemessungen erfolgt mit speziellen 
Datenverarbeitungsprogrammen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Software 
WinMDI V2.8 (©Joseph Trotter, 2000) zur Aufarbeitung der Rohdaten  verwendet. In Abb. 
12 sind die häufigsten Darstellungsformen, das Histogramm und der Dotplot, in Kombination 
zu sehen. Ein Histogramm kann jedoch nur einen messbaren Parameter abbilden, wie in 
diesem Fall entweder den FL1- (unten) oder FL2 – Kanal (links). Im Dotplot jedoch ist die 
Zusammenführung zweier Kanäle möglich. Die dabei abgrenzbaren zweidimensionalen 
Punktewolken stellen hier Zellgruppen mit unterschiedlichen Eigenschaften dar, hier am 
Beispiel von markierten Milzzellen. Mit Hilfe eines speziellen grafischen Verfahrens, dem 
Gating, können einzelne Punktewolken abgegrenzt und somit die  Fluoreszenzintensitäten 
jeder einzelnen Population gesondert in einem Histogramm dargestellt werden.  
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Abb. 12: Beispiel für Dotplot und zugehörige Histogramme am Beispiel von markierten  
   Milzzellen bei Mäusen (nach Tsongalis, G.J.) 
 
2.3.2.6 Bead Array / Multiplex Partikel – Immunoassay 
 
Ein modernes Verfahren zur quantitativen simultanen Analyse einer Großzahl von Proben 
stellen die fluoreszenten Bead Arrays oder auch multiplexen Partikelimmunassays (PIA) dar. 
Der wohl erste Bead Array wurde 1982 von Lisi et al. beschrieben und diente zur 
Quantifizierung von humanem Immunglobulin G. 
 
Grundlage der Technologie bilden dabei kleine sphärische Partikel, die so genannten „Beads“, 
die als Trägerstoff für verschiedenste Reaktionen, wie zum Bespiel Antigene mit Antikörpern, 
Enzyme mit Substraten, komplementäre Nukleinsäuren oder Rezeptoren und Liganden 
dienen. In Abb. 13 ist dies am Bespiel einer Antigen – Antikörper – Reaktion, auch Sandwich 
– Immunoassay genannt, dargestellt. Der am Beadpartikel befestigte Antikörper bindet dabei 
spezifisch an ein Antigen, welches von einem weiteren fluoreszenzmarkierten 
Detektorantikörper „in die Zange“ genommen wird.   
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Abb. 13: Schematischer Aufbau der dualen Bindung des Beads und eines spezifischen  
   Antikörpers an das Antigen (angelehnt an Vignali et al. 2000) 
 
Die Menge von gebundenem Detektionsantikörper ist abhängig von der Konzentration des 
Antigens in der Probe und kann mittels Durchflusszytometrie gemessen werden. Je höher die 
mittlere Fluoreszenz der Partikel, umso größer ist die Antigenkonzentration, die mittels einer 
Standardkurve ermittelt werden kann. 
 
Eine simultane Quantifizierung verschiedener Antigene in einer Probe erreicht man durch die 
Verwendung von unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Beads im so genannten multiplexen 
Bead Array. Die Beads müssen sich dabei in ihrer Größe oder Eigenfluoreszenz unterscheiden 
und als gesonderte Partikelpopulationen im FACS differenzierbar sein. Jede Population kann 
dabei mit dem Fängerantikörper an ein spezielles Antigen binden. Ein spezieller 
Detektionsantikörper dient dann zur Konzentrationsbestimmung. Die Fluoreszenz kann sich 
dabei sowohl durch die Variation der Wellenlänge (unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe) 
als auch der Fluoreszenzintensität (Farbstofflabelverhältnis) unterscheiden.  
Antigen
Fluoreszenzfarbstoff
an Antikörper gebunden
Fängerantikörper
Partikel (Bead)
FL2
FL3
Detektorantikörper
FL1
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Abb. 14: Schematischer Dotplot und abgeleitete Histogramme eines multiplexen PIA mit 16  
   Beadpopulationen (eigene Grafik, angelehnt an Kettmann et al. 1998) 
 
In Abb. 14 ist das Prinzip eines multiplexen Partikelimmunoassays (PIA) dargestellt. 
Während sich die einzelnen Partikelpopulationen in Vorwärts – und Seitwärtsstreuung nicht 
unterscheiden lassen, sind im Dotplot mit den Parametern FL2 und FL3 16 verschiedene 
Beadpopulationen erkennbar, von denen jede ein anderes Antigen trägt. Wird diese Probe 
dann mit den Detektionsantikörpern vermischt, deren Fluoreszenzmaximum im FL1 liegt, 
kommt es zur Bindung an die dazugehörigen Bead – Antigen – Komplexe. Bei Betrachtung 
einzelner Populationen, indem diese mittels einer grafischen Maske ausgeschnitten werden 
(Gating), sind die Fluoreszenzintensität im FL1 – Kanal gesondert darstellbar. Die sehr 
geringe Fluoreszenzintensität von Population C lässt auf sehr wenig gebundenes Antigen 
schließen, während Population B eine sehr hohe und Population A eine mittlere 
Antigenkonzentration aufweist. 
Die Firma Luminex (Luminex, Austin, Texas, USA) vertreibt ein System mit zweifarbigen 
Beads, korrespondierend zu den FACSCalibur™ – Kanälen FL2 und FL3, und einem grünen 
Detektionsfarbstoff (FL1). So sind durch Kombination bis zu 100 verschiedene 
Beadpopulationen möglich (Kettmann et al. 1998, Carson und Vignali 1999). 
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Bei verschiedenen Krankheiten müssen spezielle Markerstoffe schnell und effizient analysiert 
werden. So konnten Cook et al. im Jahr 2001 die Konzentrationen sechs verschiedener, in 
menschlicher Tränenflüssigkeit vorkommende Zytokine mit Hilfe des multiplexen PIA bei 
Allergikern und Gesunden simultan im FACS erfassen und vergleichen. Kopetz et al. 
überwachten 2010 mittels Analyse spezieller Wachstumsfaktoren den Therapieverlauf von 
Colonkarzinomen durch spezielle Pharmaka.  
Durch Bestimmung von Autoantikörpern bei Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoide 
Arthritis, Sjögren – Syndrom oder Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) mit Hilfe des 
multiplexen PIA im FACS konnten Robinson et al. 2002 mit geringeren Mengen der 
Probeflüssigkeit als beim herkömmlichen ELISA eine zehnfach höhere Sensitivität erreichen.  
Die Vorteile des multiplexen PIA liegen demnach bei einer deutlich geringeren benötigten 
Probenmenge, der gleichzeitigen Analyse einer Vielzahl von Antigenen mit verbundener 
Zeit– und Kostenersparnis, einfacher Anwendung und besserer Reproduzierbarkeit (Vignali 
2000). 
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3 Ergebnisse 
3.1 Abhängigkeit der RITC – Fluoreszenzausbeute vom RITC – PAH – 
Labelverhältnis 
 
Mit Farbstoffen verbundene Polyelektrolytmoleküle sind häufig verwendete Schichtbildner, 
um Multischichten mit bestimmten Fluoreszenzeigenschaften zu versehen. Sie sind zum Teil 
kommerziell erhältlich, aber durch eigene Herstellung besser individuell anzupassen. Das 
Labelverhältnis eines Polyelektrolytfarbstoffes gibt dabei an, wie viele Moleküle Farbstoff an 
ein Polyelektrolytmolekül durchschnittlich gebunden sind. Da PAH hier zur Beschichtung als 
langkettiges Polymer (molare Masse ~70000 g*mol
-1
) mit etwa 750 Monomeren vorliegt, 
beziehen sich die im Text angegebenen Verhältnisse zum besseren Verständnis auf das 
Polymer. Durch eine Erhöhung des Labelverhältnisses ist nur bis zu einem gewissen Punkt 
ein Anstieg der Fluoreszenzintensität zu erwarten. Bei höheren Werten könnte es zunehmend 
zum self – quenching des Farbstoffes und damit zur Verringerung der Fluoreszenzintensität 
kommen. Dies wurde im Fall von mit FITC markiertem PAH  von Schnäckel et al. im Jahr 
2007 untersucht. Ähnliche Eigenschaften könnte man bei RITC markiertem PAH erwarten.  
 
Durch Variation der eingesetzten Mengen von RITC im Labelprozess soll nun das 
Labelverhältnis ermittelt werden, bei dem die Fluoreszenzausbeute von RITC – PAH in der 
Polyelektrolytschicht maximal wird. Dazu wurden zuerst jeweils 50mg PAH mit ansteigenden 
RITC – Mengen vorgelegt. Die verschiedenen Versuchsansätze sind in Tabelle 2 dargestellt..  
 
Tab. 2:  Ansätze für die Markierung von RITC – PAH (x RITC : 1 PAH – Polymer) 
 
Masse PAH 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg 
Masse RITC 0,5 mg 1 mg 1,9 mg 2,9 mg 3,8 mg 8 mg 
RITC - Labelverhältnis im 
Ansatz pro PAH – Polymer 
1,3:1 2,6:1 5:1 7,6:1 9,9:1 20,9:1 
 
Nach abschließender Gefriertrocknung wurde die Extinktion der Proben beim 
Absorptionsmaximum mit Hilfe eines UV – Vis – Spektrometers bestimmt und das 
Labelverhältnis berechnet.  
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Tab. 3: Fotometrisch ermitteltes Labelverhältnis von RITC – PAH (x RITC  – 
 1 Polymer PAH) 
 
Masse PAH 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg 
Masse RITC 0,5 mg 1 mg 1,9 mg 2,9 mg 3,8 mg 8 mg 
Fotometrisch 
ermitteltes Labelverhältnis 
pro PAH – Polymer 
2,2:1 2,4:1 2,7:1 4:1 5:1 5,4:1 
Fotometrisch 
ermitteltes Labelverhältnis 
pro 100 PAH – Monomere 
0,27:1 0,32:1 0,36:1 0,53:1 0,67:1 0,72:1 
 
Der Vergleich der Labelverhältnisse im Ansatz (Tab. 2) mit den fotometrisch ermittelten 
Labelverhältnissen (Tab. 3)  ist in Abb. 15 dargestellt.   
Abb. 15: Vergleich der fotometrisch ermittelten Labelverhältnisse von  
    RITC – PAH  mit dem Labelverhältnis im Versuchsansatz, PAH – Masse  
   50mg, Variation der RITC – Masse 
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Aus Abb. 15 wird ersichtlich, dass die fotometrisch ermittelten Labelverhältnisse nicht dem 
linearen Versuchsansatz folgen. Das fotometrische Labelverhältnis steigt von 2:1 bei der 
eingesetzten Masse von RITC = 0,5mg bis auf 5:1  bei RITC = 3,9 mg an, erhöht sich bei 
RITC=8 mg jedoch nur unwesentlich auf 5,4:1. Das Labelverhältnis scheint sich einem 
Maximum anzunähern, wenn noch größere Mengen von RITC vorgelegt werden. 
 
Weiterhin sollen nun Siliziumdioxidpartikel (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm) in Layer – by – 
Layer – Technik mit den hergestellten RITC – PAH – Proben beschichtet werden und 
hinsichtlich ihrer Fluoreszenzausbeute verglichen werden. Der Schichtaufbau der 
Messpartikel ist dabei wie folgt: SiO2 / PAH / PSS / PAH / PSS / RITC – PAH / PSS. Die 
Messung der Fluoreszenzintensität erfolgte mit einem FACSCalibur™. Die Probe mit einem 
Labelverhältnis von 5,4:1 konnte dabei nicht für die Beschichtung weiterverwendet werden. 
 
 
Abb. 16: Balkendiagramm zum Vergleich verschiedener RITC – PAH Labelverhältnisse, 
Siliziumdioxidpartikel (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm) mit PAH / PSS / PAH / PSS / 
RITC-  PAH / PSS beschichtet, Anregungswellenlänge bei λ=559 nm 
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Aus Abbildung 16 wird ersichtlich, dass die Fluoreszenzintensität bis zu einem 
durchschnittlichen Labelverhältnis von 2,7 RITC - Molekülen auf ein PAH – Molekül ansteigt 
und bei höherem Labelverhältnis wieder abfällt. Das Labelverhältnis mit der maximalen 
Fluoreszenzausbeute liegt somit im Bereich von 2,7:1.  Im Bereich des Labelverhältnisses von 
2:1 bis zum Labelverhältnis 2,7:1 ist dabei der Anstieg der Fluoreszenzintensität geringer als 
der Anstieg der Labelrate, es besteht kein proportionaler Zusammenhang. 
 
In den nachfolgenden Versuchsteilen wurde immer mit RITC – PAH des Labelverhältnisses 
2,5:1, welches dem Optimum nahe liegt, gearbeitet. 
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3.2 Beschichtung mit markiertem PAH in gepufferten Lösungen 
 
Standardmäßig werden die meisten Polyelektrolyte vor der Verwendung in 0,5 M NaCl – 
Lösung aufgelöst. Im Fall von reinem PAH / PSS stellt dies ein etabliertes Verfahren dar, da 
die pH – Werte während der Beschichtung laut Literaturangaben im optimalen Bereich von 
pH 5 – 6 (Shiratori und Rubner 2000) liegen. Hierbei ist wichtig, dass sich bei der Auflösung 
von PAH in der Salzform automatisch dieser pH – Wert einstellt, weil die Aminogruppen 
protoniert sind. Die entstehenden PAH / PSS – Multischichten sind dann resistent gegenüber 
pH – Wert – Schwankungen (Moya et al. 1999) und vielen Lösungsmitteln. Es wird 
angenommen, dass eine zusätzliche Stabilisierung der Multischichten bei diesem System 
durch die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Wasserstoffatomen 
der hydratisierten primären Aminogruppe von PAH und den Sauerstoffatomen der 
Sulfatgruppe von PSS erfolgt. Untersuchungen konnten zeigen, dass ein Verdrängen von PSS 
durch konkurrierende Polyelektrolytmoleküle nicht erfolgt (Estrela – Lopis et al. 2010). 
Dieser Tatsache wurde in der Vergangenheit zu wenig Beachtung geschenkt. Unter 
geeigneten Bedingungen wächst somit ein PAH / PSS – System mit gleich bleibender 
Einzelschichtdicke linear an und bietet somit gute Bedingungen für den Bead Array Assay – 
Ansatz. 
 
Bei der Verwendung von RITC – oder FITC – markiertem PAH in 0,5 M NaCl – Lösung 
steigen gegenüber reinem PAH die pH – Werte unter Beschichtungsbedingungen an (Abb. 17) 
Die pH – Werte von 8,5 bei RITC – PAH und 7,1 bei FITC – PAH liegen oberhalb des 
Beschichtungsoptimums, während die pH – Werte von 4,8 bei PAH und 4,7 bei PSS etwas 
unterhalb des Beschichtungsoptimums liegen. Problematisch erscheint, dass beim Zugeben 
der Partikel in das Beschichtungsmedium diese somit erheblichen pH – Schwankungen 
unterliegen, die negative Auswirkungen auf die Schichtdicke und die Homogenität der 
Einzelschichten haben können. Die Schichtdicke könnte deutlich zunehmen und zu einer 
ungleichmäßigen Verteilung der Polyelektrolyte sowie ungünstigeren Verhältnissen im 
Fluoreszenzresonanzenergietransfer zwischen den einzelnen Polyelektrolytfarbstoffen durch 
Zunahme des Molekülabstandes führen (Shiratori und Rubner 2000, Lösche et al. 1998). Eine 
pH – Wert – induzierte Wirkung der häufig verwendeten PAH – Farbstoffe auf die Struktur 
des gut funktionierenden PAH / PSS – Systems ist somit unerwünscht und soll vermieden 
werden.  
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Abb. 17: Balkendiagramme der pH – Werte von PSS, PAH und markiertem PAH  
   (FITC/RITC) in 0,5M NaCl – Lösung 
 
Den benötigten konstanten pH – Wert kann man durch die Beschichtung in einer Pufferlösung  
erzielen. Dieser Puffer sollte die Bindung der Polyelektrolyte möglichst nicht beeinflussen. 
Die Wahl eines geeigneten Puffersystems ist nicht einfach, weil der Puffer neben der 
Stabilisierung des pH – Wertes weitere Anforderungen erfüllen muss. Insbesondere darf der 
Puffer nicht mit den Polyelektrolyten komplexieren und  Fluoreszenzmessungen nicht 
beeinflussen. Weiterhin muss zusätzlich auch eine bestimmte  Salzionenkonzentration 
vorhanden sein (Moya et al. 1999), in diesem Fall Cl
-
 und Na
+
, die für die Konformation der 
PAH – Moleküle wichtig ist. Bei niedrigen Salzkonzentrationen liegen die 
Polyelektrolytmoleküle durch die intramolekulare elektrostatische Abstoßung bedingt in 
gestreckter starrer und stark geladener Form vor. Das ist für die Beschichtung ungünstig, weil 
die große Reichweite der elektrostatischen Wechselwirkung die Umladung der Oberfläche 
beeinträchtigen würde. Vorteilhaft ist die Adsorption unter Bedingungen weitgehend 
abgeschirmter elektrischer Wechselwirkungen. 
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Verschiedene Puffer wurden im Hinblick auf ihre Praktikabilität getestet. Häufig verwendete 
Phosphatpuffer eignen sich aufgrund der Chelatorwirkung von PAH auf freie Phosphate nicht, 
es kommt zur Eintrübung der Lösung und Ausflockung der Komplexe. Weitere Puffer, wie 
z.B. Citratpuffer, HEPES oder TRIS waren entweder aufgrund ihres Pufferbereiches 
ungeeignet oder es traten Ausflockungen bzw. schlechte Löslichkeit der Polyelektrolyte auf.  
 
 
 
Abb. 18:  Strukturformel von 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure (MES) 
 
Die Wahl fiel auf 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure (MES). MES ist ein synthetischer Puffer 
(Abb. 18), hergestellt aus der schwachen Aminbase Morpholin und der starken 
Methansulfonsäure. Sie erfüllt alle an den Puffer gestellten Anforderungen unter 
Beschichtungsbedingungen. Der pH – Wert ist dabei, wie aus Abb. 19 ersichtlich, konstant 
bei pH = 6. 
 
Mit einem Pufferbereich von pH 6 bis 8 wird sie in der Biologie häufig für 
Kultivierungsmedien verwendet. MES ist ein zwitterionischer Puffer, wobei eine Dissoziation 
zuerst an der Sulfogruppe erfolgt (pK1) und danach der Wasserstoff der protonierten 
Aminogruppe dissoziiert, wobei der pK2 dabei im Bereich von 5 bis 55°C bei 6 – 6,4 liegt. 
Außerdem erweist sich MES als temperaturstabil (Roy et al. 1997). Durch Titration mit 
NaOH kann sie gut auf einen pH von 6 eingestellt werden. Die verwendeten Polyelektrolyte 
PAH und PSS weisen in ihr eine gute Löslichkeit auf. Die verwendete Konzentration betrug 
50mmol MES. 
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Abb. 19: Balkendiagramme der pH – Werte von PSS, PAH und markiertem PAH  
       (FITC/RITC) in 50mmol MES – Puffer pH = 6 in 0,5 M NaCl – Lösung 
 
Die praktische Wirksamkeit in Bezug auf die Fluoreszenz von farbstoffmarkierten kolloidalen 
Mikropartikeln wird im Folgenden untersucht und es sollen nun die Beschichtung in der 
beschriebenen MES – Pufferlösung mit der Beschichtung in reiner 0,5 M NaCl – Lösung 
verglichen werden. Zu diesem Zweck wurden Siliziumdioxidpartikel (Durchmesser 3,03 ± 
0,17 μm) mit alternierend PAH und PSS sowie RITC – PAH, FITC – PAH oder beiden 
beschichtet. Das Labelverhältnis für RITC – PAH betrug dabei 2,5 Moleküle RITC auf 1 
Molekül PAH, wie bereits im vorangegangen Versuchsteil ermittelt, und für FITC – PAH 
waren es 0,95 Moleküle FITC auf 1 Molekül PAH. Die Beschichtung der Partikel erfolgte wie 
im Abschnitt Material und Methoden beschrieben. PAH, PSS, RITC – PAH und FITC – PAH 
wurden sowohl in 0,5 M NaCl als auch in MES – Puffer (0,05M in 0,5M NaCl, pH=6) gelöst 
und weiterverwendet. Die Waschung erfolgte in 0,1 M NaCl oder in MES – Puffer (0,05M in 
0,1M NaCl, pH=6). Der Versuchsansatz ist zum besseren Verständnis in Tabelle 4 dargestellt, 
auf die sich das folgende Diagramm bezieht.  
0
2
4
6
8
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12
14
PAH 1mg/ml       PSS 1mg/ml     RITC-PAH 1mg/ml   FITC-PAH 1mg/ml    MES-Puffer 50mmol
Polyelektrolyte / Polyelektrolyt-Farbstoffe
 in 50mmol MES-Puffer ph=6 gelöst, 
NaCl-Konzentration 0,5M
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Tab. 4: Versuchsplanung zum Beschichtung in NaCl – Lösung und MES – Puffer 
 Kernmaterial Siliziumdioxidpartikel (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm), Proben A – C in  
 0,5 M NaCl beschichtet, Proben D – F in MES – Puffer 0,05M in 0,5M NaCl, pH = 6 
 
Proben - 
bezeichnung 
Schicht   
1 
 
2 
 
3 
 
4 
 
5 
 
6 
 
7 
 
8 
 
Beschichtung Proben A – C in 0,5 M NaCl 
A PAH PSS PAH PSS RITC-PAH PSS PAH PSS 
B PAH PSS PAH PSS FITC-PAH PSS PAH PSS 
C PAH PSS PAH PSS FITC-PAH PSS RITC-PAH PSS 
 
Beschichtung Proben D – F in MES – Puffer 0,05M in 0,5 M NaCl, pH = 6 
D PAH PSS PAH PSS RITC-PAH PSS PAH PSS 
E PAH PSS PAH PSS FITC-PAH PSS PAH PSS 
F PAH PSS PAH PSS FITC-PAH PSS RITC-PAH PSS 
 
 
Die Fluoreszenz wurde durch Einzelmessung von 10000 Ereignissen mit einem 
FACSCalibur™ (Becton – Dickinson, USA) ermittelt. Die Singlettenregion des Dotplot 
wurde dabei durch ein Gating isoliert und anschließend der Geometrische Mittelwert 
berechnet.  Die Ergebnisse sind in Abb. 20 dargestellt. Die Fluoreszenzintensität im FL2 – 
Kanal wurde nach Reibetanz 2009 korrigiert (siehe Kapitel 3.4.1). 
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Abb. 20: Balkendiagramm zum Vergleich der geometrischen mittleren  
Fluoreszenzintensitäten von beschichteten Siliziumdioxidpartikeln in NaCl – oder 
MES – Pufferbeschichtung (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm), im FACSCalibur™ 
ermittelt, Beschichtung Proben A - C in 0,5M NaCl, Proben D - F in 0,05M MES in  
   0,5M NaCl pH=6,  
   Versuchsansatz nach Tab. 4 
 
In Abb. 20 zeigt sich, dass die mittlere Fluoreszenzintensität bei allen in MES – Puffer 
beschichteten Proben gegenüber den in NaCl beschichteten korrespondierenden Proben um 
das 1,6 – 2,0 fache höher ist. Es wird somit nahezu eine Verdoppelung der 
Fluoreszenzintensität erreicht. Der Anstieg bei FITC – PAH beschichteten Partikeln (Probe B 
zu Probe E) ist etwas geringer als bei RITC – PAH beschichteten Partikeln (Proben A zu 
Probe D).  In den Proben mit FRET  zwischen FITC und RITC steigen ebenfalls die 
Fluoreszenzintensitäten  in MES – Puffer (Probe F) deutlich gegenüber NaCl – Lösung (Probe 
C) an. Die RITC – Fluoreszenzintensität verdoppelt sich nahezu,  die FITC – 
Fluoreszenzintensität vervierfacht sich.  Die Berechnung der FRET – Effizienz, wie im 
Kapitel Material und Methode beschrieben, ergibt für die Probe C in NaCl – Puffer eine 
FRET – Effizienz von 0,85 und für Probe F in MES – Puffer 0,65. Es werden somit bei NaCl 
– Lösung in dieser Beschichtungskonstellation etwa 85 % der Energie von FITC auf RITC 
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übertragen, bei  MES – Puffer etwa 65 %. Auf die mögliche Ursache dieses Unterschiedes 
wird in der Diskussion näher eingegangen. 
 
Eine Beschichtung in MES – Puffer mit konstantem pH – Wert bei allen 
Beschichtungsschritten kann demzufolge die Fluoreszenzintensität von Multischichtsystemen 
mit farbstoffmarkierten PAH steigern und stellt die Grundlage für die weiteren Versuche dar, 
bei denen stets unter konstantem pH – Wert = 6 in MES – Puffer 0,05 M in 0,5 M NaCl 
beschichtet wurde.  
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3.3 Fluoreszenzintensitätsgraduierung durch Schichtvariation von 
RITC – PAH 
 
Der Nutzen des Einbringens von fluoreszenzmarkierten Polyelektrolyt in ein Layer – by – 
Layer – Modell, in diesem Fall RITC – PAH, besteht vor allem darin, bestimmte 
Graduierungen der Fluoreszenzintensität zu erreichen, um Partikelpopulationen in einem 
Gemisch im Sinne eines Bead Array unterscheiden zu können. In diesem Versuchsteil wird 
dies durch eine Erhöhung der Anzahl der verwendeten RITC – PAH – Schichten zur 
Verstärkung bzw. die Verdünnung von RITC – PAH mit PAH zur Verringerung der 
Fluoreszenz (RITC – Fraktion) untersucht. Als Ausgangspunkt für die Beschichtung wurden 
Siliziumdioxidpartikel (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm) verwendet, deren 1. – 4. Schicht für alle 
Versuche aus dem Polyelektrolytpaar PAH/PSS/PAH/PSS besteht. Dies reduziert den 
Einfluss des Siliziumdioxidkerns auf ein Minimum und bildet eine geeignete Grundlage für 
die weitere Beschichtung. Das Labelverhältnis von RITC – PAH beträgt dabei 2,5:1.  Die 
Versuchsanordnung ist in Tab. 5 dargestellt. 
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Tab. 5: Versuchsplanung zur Abstufung der RITC – Fluoreszenzintensität 
 Kernmaterial Siliziumdioxidpartikel (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm), MES – Puffer  
 0,05M  in 0,5M NaCl, pH = 6 
 RITC 1/16 bis RITC 1/2: Verdünnen von RITC – PAH durch reines PAH 
 
Schicht 
1.-4.  
 
5. 
 
6. 
 
7. 
 
8. 
 
9. 
 
10. 
 
11. 
 
12. 
 
13. 
 
14. 
 
15. 
 
16. 
(PAH/PSS)2 RITC 1/16 PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
(PAH/PSS)2 RITC 1/8 PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
(PAH/PSS)2 RITC 1/4 PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
(PAH/PSS)2 RITC 1/2  PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
(PAH/PSS)2 RITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
(PAH/PSS)2 RITC PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
(PAH/PSS)2 RITC PSS RITC PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
(PAH/PSS)2 RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS 
(PAH/PSS)2 RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS PAH PSS 
(PAH/PSS)2 RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS 
 
Das Ziel dieses Versuchsansatzes ist die Ermittlung des quantitativen Zusammenhanges 
zwischen der Fluoreszenzintensitätssteigerung und der Anzahl der RITC – PAH Schichten 
bzw. der Verringerung der Fluoreszenzintensität bei einem bestimmten Mischungsverhältnis 
mit ungelabeltem PAH.  
 
Die Auswertung von Abb. 21 zeigt eine lineare Zunahme der mittleren Fluoreszenzintensität 
bei gleichzeitiger linearer Zunahme der Schichtanzahl von RITC – PAH im Bereich von einer 
bis zu sechs Schichten. Der Zuwachs der Fluoreszenzintensität liegt in diesem Fall bei etwa 
10 [a.u.] je Farbstoffschicht. Nur bei geringen Anteilen von RITC – PAH weicht die 
Fluoreszenzintensitätszunahme von einem linearen Verhalten ab. Diese Korrelation zwischen 
mittlerer Fluoreszenzaktivität und Anzahl der markierten Schichten ist im Sinne der 
Erstellung eines Bead Array Assay Systems als sehr positiv zu werten. Durch Festlegung der 
Anzahl fluoreszenter RITC – PAH – Schichten können einzelne Partikelpopulationen anhand 
ihrer Fluoreszenzintensität getrennt voneinander im FACS differenziert werden.  
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Abb. 21: Balkendiagramm zur Charakterisierung der mittleren Fluoreszenzintensität von  
RITC – PAH – beschichteten Siliziumdioxidpartikeln mit Variation der RITC –   
PAH – Schichten bzw. RITC – Fraktion (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm) in  
   0,05 M MES – Puffer  0,5 M NaCl, pH=6, gemessen im FACSCalibur™,  
   Konzentration RITC – PAH zur Beschichtung 1mg*ml-1 
 
Durch eine Vermischung von RITC – markiertem und unmarkiertem PAH in gleicher 
Konzentration, aber in verschiedenen Verhältnissen vor der Beschichtung lässt sich auf der 
anderen Seite eine Reduktion der Fluoreszenzintensität erzielen. Der 
Fluoreszenzintensitätsabfall erfolgt dabei nichtlinear. Die Fraktion 1/16 RITC-PAH  zu 15/16 
PAH zeigt nur noch ein schwach wahrnehmbares Fluoreszenzintensitätsmaximum und stellt 
die untere Grenze der möglichen Verdünnung dar, wenn die Empfindlichkeit des 
FACSCalibur™ zu Grunde gelegt wird. 
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3.4 RITC – PAH und FITC – PAH im Energietransfermodell 
 
3.4.1 Einfluss des Abstandes zwischen FITC – PAH und RITC – PAH 
 
Um eine weitere Steigerung der Fluoreszenzintensität zu erreichen, kann man verschiedene 
Fluoreszenzfarbstoffe im Sinne eines Fluoreszenzresonanzenergietransfers (FRET) 
kombinieren, wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben. Das Fluoreszenzpaar 
RITC– und FITC– Farbstoff ist schon geraume Zeit bekannt und wird in unterschiedlichen 
Verwendungen und Modifikationen in der Wissenschaft eingesetzt. Das Prinzip basiert auf 
einer Anregung von FITC über Photonen der Wellenlänge λ=490nm. Die Emission erfolgt im 
Bereich von λ=530nm. RITC hingegen hat sein Erregungsmaximum bei λ=559nm und die 
Emission findet im Bereich von λ=590nm statt. Dabei kommt es zu einer Überschneidung des 
Emissionsbereiches von FITC und des Exzitationsbereiches von RITC. Dies resultiert in einer 
Übertragung der Energie von FITC auf RITC, welches wiederum dabei angeregt wird und 
Energie im langwelligeren Bereich abgibt. Bedingung für diese Energieübertragung ist ein 
geringer Abstand beider Moleküle zueinander. Das Labelverhältnis für RITC – PAH betrug 
dabei 2,5 Moleküle RITC auf 1 Molekül PAH und für FITC – PAH waren es 2,1 Moleküle 
FITC auf 1 Molekül PAH.  
 
Eine ideale Voraussetzung für die Messung des Transfers wäre die Emission von FITC nur im 
FL1 – Kanal und diejenige von RITC nur im FL2 – Kanal des FACS. Es kommt jedoch zu 
einer Überschneidung des Emissionsspektrums von FITC im Bereich niedriger Energien mit 
dem FL2 – Kanal. Diese Situation wird als „Crosstalk“ bezeichnet. Dadurch wird eine 
scheinbar erhöhte RITC – Fluoreszenzintensität gemessen und der Energietransfer 
überbewertet. Reibetanz und Donath konnten 2009 Korrekturfaktoren experimentell 
bestimmen, die für jeden Gerätetyp entsprechend der eingesetzten Fluoreszenzfilter 
unterschiedlich ausfallen. In den folgenden Experimenten wurde deshalb von der gemessenen 
RITC – Fluoreszenzintensität im FL2 – Kanal die Überlappung des Emissionsspektrums von 
FITC in den FL2 – Filterbereich subtrahiert (Werte im Folgenden als RITCkorr bezeichnet). 
FITC überstrahlt dabei zu etwa 68% in den FL2 – Kanal, dies gilt jedoch nur für das speziell 
verwendete FACSCalibur™.  
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Die Berechnung basiert auf folgender Formel: 
 
RITCkorr = RITCgesamtFL2 – (k * FITCgesamtFL1) 
             k = Überstrahlungsfaktor, für dieses Durchflusszytometer 0,68 
 
Die Emission von RITC hingegen ist nicht in den FL1 – Kanal überlagert, so dass keine 
Korrektur der Werte nötig ist. Der in den Grafiken verwendete Geometrische Mittelwert 
(GMean) kann nur im Bereich der Bandfilter ermittelt werden und repräsentiert nicht das 
gesamte Spektrum. Es liegen somit keine absoluten Werte für die Fluoreszenz und den 
Energietransfer vor, jedoch lassen sich vergleichende Aussagen bezüglich der mittleren 
Fluoreszenzintensität zwischen einzelnen Proben treffen.  
 
Die Versuchsansätze in Tab. 6 dienen zur näheren Analyse des FRET in Bezug auf den 
Nutzen und die Verwendungsmöglichkeiten unterschiedlicher Multischichtvarianten.  Im 
ersten Versuchsteil wird der Abstand des Fluoreszenzpaares durch eine unterschiedliche 
Anzahl von Zwischenschichten unmarkiertem Polyelektrolyts variiert. Ziel ist dabei den 
optimalen und den höchstmöglichen Abstand zwischen FITC – PAH und RITC – PAH zu 
ermitteln. 
 
Tab. 6: Versuchsplanung für den FITC – PAH / RITC – PAH Abstandsversuch zum 
FRET, beschichtete Siliziumdioxidpartikel (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm) in 0,05 M 
MES – Puffer 0,5 M NaCl, pH=6; gemessen im FACSCalibur™, Konzentration RITC 
– PAH und FITC – PAH 1mg*ml-1 
 
 Schicht   
1.-4.  
 
5. 
 
6. 
 
7. 
 
8. 
 
9. 
 
10. 
 
11. 
 
12. 
 
13. 
 
14. 
 
15. 
 
16. 
G (PAH/PSS)2 FITC PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
H (PAH/PSS)2 FITC PSS PAH PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
I (PAH/PSS)2 FITC PSS PAH PSS PAH PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS 
J (PAH/PSS)2 FITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS RITC PSS PAH PSS 
K (PAH/PSS)2 FITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS RITC PSS 
L (PAH/PSS)2 FITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
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Abb. 22: Balkendiagramme zur Überprüfung des Einflusses des Abstandes FITC – PAH /  
RITC – PAH auf die mittlere Fluoreszenzintensität beschichteter 
Siliziumdioxidpartikel (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm) in 0,05 M MES – Puffer  0,5 
M NaCl, pH=6, gemessen im FACSCalibur™ 
Versuchsansatz nach Tab. 6 
 
Die Auswertung der FACS – Messungen zum FRET ist für die Proben G bis L in Abb. 22 
dargestellt. Die Fluoreszenzintensität von FITC steigt bis zu einem Abstand von 5 Schichten 
unmarkiertem Polyelektrolyts zwischen FITC und RITC (Probe I) konstant an und bleibt dann 
bei einem Fluoreszenzintensitätsniveau von ungefähr 70 [a.u.]. Die RITC – 
Fluoreszenzintensität sinkt entgegengesetzt von 140 [a.u.] ab auf eine Fluoreszenzintensität 
von 50 [a.u.]. Dies lässt erwartungsgemäß auf einen maximalen FRET bei minimalem 
Abstand von FITC – PAH und RITC – PAH mit nur einer Zwischenschicht PSS schließen 
(Probe G). Erhöht man den Abstand um eine weitere Doppelschicht PAH / PSS, so sinkt der 
FRET auf  etwa 20 % des Ausgangswertes (Probe H). Ab zwei Doppelschichten PAH/PSS als 
zwischengelagerte Polyelektrolytschichten (Probe I) zeigen sich nur noch geringe 
Intensitätsänderungen im FL1 – Kanal,  beim weiteren Hinzufügen von einer bzw. zwei 
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Doppelschichten PAH / PSS (Probe J und K) im FL1 und FL2 – Kanal stellt sich ein 
bestimmtes Fluoreszenzintensitätsniveau ein. Es findet bei 7 bzw. 9 Zwischenschichten 
unmarkiertem Polyelektrolyts (Probe J / K) kein nachweisbarer FRET mehr statt. Die 
Fluoreszenzintensität im FL1 – Kanal entspricht dann in etwa der eines nur mit FITC – PAH 
beschichteten Partikels (Kontrollprobe L) und spiegelt somit die reine Fluoreszenzintensität 
von FITC wider. Die RITC – Fluoreszenz wird nicht mehr verstärkt und wirkt somit rein 
additiv.  
 
Es konnte gezeigt werden, dass mehr als 5 Zwischenschichten unmarkiertem Polyelektrolyts 
ausreichen, um den Förster – Abstand zwischen den FRET – Partner so weit zu erhöhen, dass 
kein Energietransfer mehr sicher nachweisbar ist. 
 
In Abbildung 23 ist die FRET – Effizienz in Abhängigkeit zum Schichtabstand dargestellt. 
Ein Abstand von 2 entspricht dabei der Strecke zwischen zwei benachbarten RITC – PAH – 
Schichten, die durch eine PSS – Schicht getrennt sind. Bei einem Abstand  von 4 befinden 
sich PSS – PAH – PSS zwischen den fluoreszenten Schichten. Die Proben entsprechen den 
Ansätzen G, H und I aus Tabelle 6.  
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Abb. 23: FRET – Effizienz im Verhältnis zum Schichtabstand 
 
In Abbildung 23 zeigt sich, dass sich die Energieübertragung von FITC auf RITC mit 
zunehmendem Schichtabstand verringert. Bei einem Schichtabstand von 6 beträgt sie noch 
etwa 15%. Eine weitere Erhöhung des Abstandes führt zu keinem oder nur sehr geringem 
Energieübertrag. Bemerkenswert ist, dass die FRET Effizient vergleichsweise langsam 
abfällt. Soweit man aus drei verschiedenen Abständen schlussfolgern kann, erfolgt der Abfall 
etwa linear. Für ein einfaches Schichtmodell wäre jedoch ein Abfall gemäß 1/r
4
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3.4.2 Weitere Möglichkeiten zur Steigerung der Fluoreszenzintensität 
 
Neben der additiven RITC – Beschichtung ohne FITC und der Kombination von FITC – PAH 
und RITC – PAH als FRET soll nun im Bezug auf die Ergebnisse dieser Versuche eine 
Kombination im Sinne einer weiteren Fluoreszenzintensitätssteigerung und weiteren 
Differenzierung von Partikelpopulationen erfolgen. Dabei wird eine FITC – PAH – Schicht 
als Donorschicht aufgebracht, gefolgt von einer wachsenden Anzahl von RITC – PAH – 
Schichten. Der Versuchsansatz für die entsprechenden Proben M – Q ist in Tab. 7 dargestellt. 
Dabei stellt sich vor allem die Frage, inwiefern weitere RITC – Schichten vom Effekt des 
FRET profitieren können und ob eine überdurchschnittliche Erhöhung der 
Fluoreszenzintensität möglich ist. 
 
Tab. 7: Versuchsplanung für die kumulative RITC – PAH – Schichtung auf FITC – PAH 
Kernmaterial: Siliziumdioxidpartikel (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm) in 0,05 M MES –  
Puffer  0,5 M NaCl, pH=6, gemessen im FACSCalibur™, Konzentrationen RITC –  
PAH  und FITC – PAH  zur Beschichtung 1mg*ml-1. 
 
 1. - 4.  
Schicht 
5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 
M (PAH/PSS)2 FITC PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
N (PAH/PSS)2 FITC PSS RITC PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
O (PAH/PSS)2 FITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS 
P (PAH/PSS)2 FITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS PAH PSS 
Q (PAH/PSS)2 FITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS 
 
 
Die Ergebnisse der ausgewerteten FACS – Messungen sind dabei in Abb. 24 dargestellt. 
Die stufenweise Auflagerung der RITC – Schichten entspricht dabei dem Versuchsaufbau von 
Kapitel 3.3, um später vergleichende Aussagen bezüglich der Intensitätsschritte durch 
zusätzliche RITC – Schichten zu geben. Dabei erfolgten keine Änderungen an den 
Verstärkungs- und Schwellenwerteinstellungen des Durchflusszytometers, außerdem wurde 
immer die gleiche Gating – Prozedur bei der computergestützten Auswertung angewendet. 
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Abb. 24: Balkendiagramme zur Überprüfung des Einflusses der kumulativen Beschichtung  
   von RITC – PAH auf FITC – PAH  auf die  mittlere Fluoreszenzintensität von  
   beschichteten Siliziumdioxidpartikeln (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm) in 0,05 M    
   MES – Puffer  0,5 M NaCl, pH=6, gemessen im FACSCalibur™, Konzentration  
   RITC – PAH / FITC – PAH zur Beschichtung 1mg*ml-1,  
   Versuchsansatz nach Tabelle 7 
 
Bei Betrachtung der FITC – Fluoreszenzintensität im FL1 – Kanal ist keine wesentliche 
Veränderung der mittleren Fluoreszenzintensität sichtbar. Hingegen steigt die RITC – 
Fluoreszenzintensität nach dem initialen FRET nahezu linear an. Dieser Anstieg reicht ab 
einer Fluoreszenzintensität von etwa 90 [a.u.] bei einer aufgelagerten RITC – PAH – Schicht 
(Probe M) bis zu 135 [a.u.] bei 5 aufgelagerten RITC – PAH – Schichten (Probe Q). Im 
Vergleich zum Vorversuch in Kapitel 3.3 konnte bei Variation der Anzahl der RITC – 
Schichten (Abb. 21) nahezu der gleiche lineare Fluoreszenzintensitätsanstieg von etwa 10 
[a.u.] pro Schicht innerhalb der Variation der RITC – PAH – Beschichtung erreicht werden. 
Die FITC – Fluoreszenzintensität ist bei allen Proben nahezu unverändert. Eine weitgehende 
Absorption der emittierten Strahlung bereits durch die erste RITC – PAH – Schicht liegt 
daher nahe. Ein FRET mit der nachfolgenden RITC – PAH – Schicht (Probe N) kann offenbar 
vernachlässigt werden, obwohl dies laut vorangegangenem Versuch noch zu 20 % erfolgen 
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könnte. Somit ergibt sich der Fluoreszenzintensitätsanstieg im FL2 – Kanal bei zwei  bis fünf 
aufgelagerten RITC – PAH – Schichten (Proben N – Q) nur durch die Addition der RITC – 
Fluoreszenzintensitäten.  
Dies lässt auf eine optimale Ausbeute in der Kombination einer FITC – PAH – mit einer 
darauf folgenden RITC – PAH – Schicht schließen. Diese Kombination soll nun im 
Folgenden weiter verwendet werden. 
 
3.4.3 Mehrfacher Fluoreszenzresonanzenergietransfer 
 
Wie bereits in den vorausgehenden Versuchen nachgewiesen, kann das Überlappen eines 
FRET auf die nächstfolgende Farbstoffpolyelektrolytschicht durch die Applikation von 
mindestens fünf unmarkierten Polyelektrolytschichten nach den fluoreszierenden Schichten 
sicher ausgeschlossen werden. Es wird deshalb im Folgenden ein System mit zwei 
Doppelschichten FITC – PAH / RITC – PAH im Sinne eines doppelten FRET (Probe R) 
verwendet und wie aus dem Versuchsansatz in Tab. 8  ersichtlich mit ausgewählten Proben 
der vorangegangenen Versuche hinsichtlich der erreichten Fluoreszenzintensität verglichen.  
 
Tab. 8: Versuchsplanung zur Fluoreszenzintensitätsmaximierung 
Kernmaterial: Siliziumdioxidpartikel (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm) in 0,05 M MES –  
Puffer  0,5 M NaCl, pH=6, gemessen im FACSCalibur™, Konzentrationen RITC – 
PAH  und FITC – PAH zur Beschichtung 1mg*ml-1. 
 
Proben- 
bezeichnung 
1.-4.  
Schicht 
5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 
1 RITC  (PAH/PSS)2 RITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
3 RITC  (PAH/PSS)2 RITC PSS RITC PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
6 RITC (PAH/PSS)2 RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS RITC PSS 
M (PAH/PSS)2 FITC PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS PAH PSS 
R (PAH/PSS)2 FITC PSS RITC PSS PAH PSS PAH PSS FITC PSS RITC PSS 
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Abb. 25: Balkendiagramme zur Fluoreszenzintensitätsmaximierung 
   Charakterisierung der mittleren Fluoreszenzintensität von RITC – PAH / FITC –  
   PAH – beschichteten Siliziumdioxidpartikeln (Durchmesser 3,03 ± 0,17 μm) in    
   0,05 M MES – Puffer  0,5 M NaCl, pH=6, gemessen im FACSCalibur™,     
   Konzentration RITC – PAH / FITC – PAH zur Beschichtung 1mg*ml-1, 
   Versuchsansatz nach Tabelle 8 
 
In Abb. 25 sind die Fluoreszenzintensitäten gemäß Tabelle 8 dargestellt. Beschichtet man 
ausschließlich mit RITC – PAH, kommt es zwar zu einem kontinuierlichen Anstieg durch die 
Addition einzelner RITC – PAH – Fluoreszenzintensitäten, jedoch wird selbst bei 6 Schichten 
nur eine Fluoreszenzintensität von etwa 70 [a.u.] erreicht, wohingegen schon bei einer FITC – 
PAH / RITC – PAH Doppelschicht, die einen FRET zur Folge hat, ein Niveau von 90 [a.u.] 
erreicht wird. Beschichtet man mit noch einer weiteren FITC – PAH / RITC – PAH – 
Doppelschicht in ausreichendem Abstand, so steigt die Fluoreszenzintensität auf mehr als das 
Doppelte an. Somit erhält man nochmals eine deutliche Steigerung und eine weitere 
Möglichkeit zur Abstufung der Fluoreszenzintensität. Zwischen Energietransferpaaren hat 
man zudem noch die Möglichkeit über die kumulative Beschichtung mit RITC – PAH weitere 
Zwischenstufen zu erstellen. 
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4  Diskussion 
4.1 Besonderheiten des Labelverhältnisses und der Fluoreszenzausbeute 
von RITC – PAH 
Seit der Etablierung der Layer – by – Layer – Beschichtung für kolloidale Mikropartikel 
(Sukhorukov et al. 1998) wurde das Verfahren ständig weiterentwickelt und für eine Vielzahl 
von Schichtbildnern und Kernmaterialien angewendet. Die Beschichtung mit 
fluoreszenzmarkierten Polyelektrolyten, wie zum Beispiel RITC – PAH, stellt dabei eine gute 
Möglichkeit zur Herstellung fluoreszenzmarkierter Partikel dar. Durch die Variation der 
eingesetzten Masse des RITC – Fluoreszenzfarbstoffes bei der Konjugationsreaktion mit PAH 
können sich im Labelverhältnis unterscheidende Polyelektrolyte erstellt werden. Aus Abb. 15 
wird ersichtlich, dass eine lineare Steigerung des molaren Verhältnisses im Versuchsansatz 
nicht den gleichzeitigen linearen Anstieg im tatsächlichen Labelverhältnis zur Folge hat. Die 
fotometrisch ermittelten Labelverhältnisse nähern sich einem Labelmaximum an. 
 
Die Konjugation von PAH mit RITC – Farbstoff ist zwar ein reproduzierbarer Vorgang, 
trotzdem lässt sich anhand der eingesetzten Stoffmengen zu Beginn des Versuches ein 
definitives Labelverhältnis nur bedingt voraussagen. Das liegt vor allem daran, dass die 
Auflösung des RITC in den wässrigen Reaktionsmedien und die damit für die 
Konjugationsreaktion zur Verfügung stehende Menge an freien Farbstoffmolekülen nicht 
genau kontrolliert werden kann. Je höher die Konzentration von RITC im Ansatz, desto 
geringer wird die effektive Konzentration von RITC in der Lösung. Dies liegt vor allem an 
der geringen Wasserlöslichkeit von RITC. Die Anzahl und die Größe der sich bildenden 
Farbstoffaggregate variiert dabei zufällig. 
 
Nach der Layer – by – Layer – Beschichtung von Siliziumdioxidpartikeln mit RITC – PAH 
zur Ermittlung des Labelverhältnisses mit der größten Fluoreszenzausbeute im 
FACSCalibur™ zeigen sich weitere spezielle Eigenschaften von RITC – PAH. 
Erwartungsgemäß sollte durch ein höheres Labelverhältnis die Fluoreszenzausbeute auch 
ansteigen. Dies geschieht jedoch nur bis zu einem fotometrisch bestimmten Labelverhältnis 
von 2,7 RITC : 1 PAH , danach sinkt die Fluoreszenzintensität der Partikel wieder ab 
(Abb.16). 
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Ursachen dafür sind zum einen die Eigenschaften des Fluoreszenzfarbstoffes. Je  höher die 
Konzentration von RITC, desto mehr tritt die Eigenschaft der Selbstauslöschung (self – 
quenching) in den Vordergrund. Der Abstand zwischen zwei RITC – Molekülen, der umso 
kleiner wird, je höher cRITC ansteigt, ist dabei entscheidend. Ein eintreffendes Photon regt ein 
RITC – Molekül an, dass seinerseits kurz danach Strahlung emittiert. Dabei geht jedoch ein 
Teil der Energie durch intramolekulare Übergänge mit Anregung von Schwingungsniveaus 
verloren. Deshalb erfolgt die Emission bei größeren Wellenlängen (Fluoreszenz). Liegen 
jedoch die Rhodaminmoleküle bei höheren Konzentrationen immer dichter beisammen, kann 
es zu einer Energieübertragung auf ein benachbartes Molekül kommen, welches dann 
seinerseits wieder Strahlung emittiert, die allerdings eine nochmals größere Wellenlänge 
besitzt. Die Gesamtfluoreszenz des Farbstoffs sinkt durch diese sukzessive 
Energieübertragung mit Wärmeverlust in zunehmendem Maße ab. Ganz besonders wichtig für 
die Selbstauslöschung ist auch die Dimerenbildung, die bei hohen Farbstoffkonzentrationen 
immer wahrscheinlicher wird. Dabei interagieren die Pi – Elektronensysteme der beiden 
Farbstoffmoleküle. Dadurch kann es zu einer Veränderung der Energieniveaus und der 
Übergangswahrscheinlichkeiten kommen, so dass die gesamte absorbierte Energie in Wärme 
umgewandelt wird und nicht mehr für die Fluoreszenz zur  Verfügung steht.   
 
4.2. Bewertung der Beschichtung von PAH in gepufferten Lösungen 
 
Polyelektrolyte, insbesondere das hier verwendete PAH, können durch Schwankungen des  
pH – Wertes und der Ionenstärke der Lösung gewissen Änderungen der Konformation 
unterliegen (Sukhorukov et al, 1996, Moya et al. 1999). In nicht gepufferten 
Beschichtungszyklen können die pH – Werte bei PAH / PSS und RITC – PAH zwischen 4,7 
und 8,5 schwanken. Der hohe pH – Wert von 8,5 für RITC – PAH in NaCl – Lösung ist 
wahrscheinlich bedingt durch die notwendige Dialyse bei der Herstellung des RITC – 
markierten PAH. Dabei werden Gegenionen entfernt und ein Teil der Aminogruppen in die 
deprotonierte Form übergeführt. Außerdem ist zu berücksichtigen, dass die 
Konjugationsreaktion selbst nur mit deprotonierten Aminogruppen stattfindet. Deshalb wird 
für die Bindung der Farbstoffe ein leicht basischer pH – Wert eingestellt. Werden diese 
teilweise deprotonierten PAH – Moleküle nun nach der Gefriertrocknung wieder in eine 
wässrige Lösung gebracht, erfolgt durch die Protonierung eine Verschiebung des pH Wertes 
in den basischen Bereich, da Protonen der Lösung entzogen werden. 
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Shiratori und Rubner beschreiben im Jahr 2000 eine deutliche Schichtdickenzunahme bei 
einem  schwankendem pH – Wert während der Präparation von PAH / PSS – Multischichten. 
Dieser Effekt der Schichtdickenzunahme scheint auch für die Beschichtung mit RITC – PAH 
zu gelten. Da PAH ein schwacher Polyelektrolyt ist, kann ein durch den Herstellungsprozess 
ins Basische verschobener pH – Wert zu Veränderung der Ladung des Moleküls führen. 
Durch die angenommene größere Schichtdicke kommt es für einen Teil der RITC – PAH – 
Moleküle zu ungünstigen Veränderungen in der direkten Umgebung durch die fehlende 
räumliche Beziehung zu PSS – Molekülen. Dies kann nach Meyer et al. (2008) 
Polaritätsveränderungen zur Folge haben und die Bildung nicht fluoreszenter RITC – Dimere 
mit Verringerung der Gesamtfluoreszenz durch Quenchingvorgänge begünstigen. Dies wurde 
auch für den Farbstoff Nitrobenzoxadiazol (NBD) nachgewiesen. 
 
Um den pH - Wert bei der Beschichtung konstant zu halten, muss eine Pufferung der Lösung 
erfolgen. Verschiedene Puffer wurden überprüft, unter anderem z. B. auch Phosphatpuffer. 
PAH hat die Eigenschaft, mit Phosphationen Komplexe einzugehen, so dass es zur Ausfällung 
kommt und somit diese Art von Puffer für die Beschichtung ungeeignet ist.  In der Medizin 
wird diese Eigenschaft von PAH bei der Behandlung von Hyperphosphatämie bei chronischer 
Niereninsuffizienz, Hypoparathyreoidismus oder Bisphosphonattherapie angewendet. 
Präparate wie Renagel® oder Sevelamin® beinhalten PAH als Wirkstoff (Rees und Shroff 
2010). 
 
Die verwendete 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure (MES) (Abb. 18) erweist sich als 
geeigneter Puffer für den Beschichtungsprozess, die Schichtbildner PAH, PSS, RITC – PAH 
und FITC – PAH in Lösung können auf den pH – Wert von 6 eingestellt werden   (Abb. 19). 
Eine Anlagerung von MES an PAH durch Bindung der Sulfogruppe  an die Aminogruppe des 
PAH ist sicherlich möglich, jedoch offensichtlich nicht stark genug, um die Bindung von 
PAH an PSS zu beinträchtigen. Zusätzlich verhindert die Aminogruppe im MES die 
Umladung bzw. die Neutralisierung von PAH bei der Bindung. Deswegen bleibt die 
Polyelektrolytösung stabil. 
 
Die Eignung von MES in Bezug auf die Fluoreszenzeigenschaften der Schichtsysteme muss 
nun durch die Beschichtung von Siliziumdioxidpartikeln mit RITC – PAH, FITC – PAH oder 
FITC / RITC als FRET in NaCl - Lösung und in MES – Puffer überprüft werden. Die 
Fluoreszenzintensität der Partikel in Pufferlösung  ist dabei um das 1,6 - bis 2 fache höher als 
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die der Partikel in reiner NaCl – Lösung. Die FRET – Effizienz der Partikel in MES – Puffer 
beträgt 65%, die in NaCl – Puffer 85%. Die höhere FRET - Effizienz bei der Beschichtung in 
NaCl ist womöglich durch größere Schichtdicken von RITC– PAH und damit eine höhere 
Anzahl von Akzeptormolekülen in der Nähe des Donors zu erklären, wobei mehr Moleküle 
angeregt werden. Hingegen scheint die Beschichtung in MES – Puffer dünnere, 
gleichmäßigere Schichten zu erzeugen, die ein reguläres lineares Wachstum zeigen, 
reproduzierbarer sind, aber dadurch auch eine etwas geringere FRET – Effizienz aufweisen. 
Auf den ersten Blick scheint diese Erklärung kontraintuitiv, weil ja der Donor – Akzeptor – 
Abstand in einer dünnen Schicht klein sein sollte und damit eine größere FRET – Effizienz 
erwartet werden kann. Es ist jedoch zu beachten, dass der laterale Abstand der 
Farbstoffmoleküle beim gegebenen Labelverhältnis 2,5 RITC – Moleküle pro PAH – Molekül 
in einer dünnen Schicht mit einer Dicke von 1,5 nm deutlich größer ist als die Schichtdicke. 
In dünnen Schichten ist somit die FRET – Effizienz in erster Linie auch durch den lateralen 
Abstand der Akzeptormoleküle, und nicht nur durch die Schichtdicke bedingt. 
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4.3  Fluoreszenzintensitätsgraduierung durch Schichtvariation von  
RITC – PAH 
 
Die Beschichtung der Siliziumdioxidpartikel mit einer bis zu sechs Schichten RITC – PAH in 
MES – Pufferlösung weist eine sehr gute Korrelation der Fluoreszenzintensitätszunahme zur 
Anzahl der fluoreszenten Schichten auf. Erstmals konnte ein linearer Anstieg der 
Fluoreszenzintensitäten erreicht werden (Abb. 21). Dabei ist es offenbar durch die Pufferung 
gelungen, gleichmäßig dicke Polyelektrolytschichten mit regelmäßiger Ladungsdichte zu 
erzeugen, die gute Bedingungen für das Aufbringen weiterer Polyelektrolyte ermöglichen. 
Mit der Erhöhung der Anzahl von aufgebrachten RITC – PAH – Schichten sind auf der einen 
Seite kontinuierliche und definierte Voraussagen der Erhöhung der Fluoreszenzintensitäten 
möglich. Es können somit unterschiedliche Partikelpopulationen je nach Schichtanzahl erstellt 
und mit Hilfe eines FACS differenziert und sortiert werden. 
 
Weiterhin sind die erstellten Partikel auch über längere Zeiten strukturstabil und können auch 
noch nach 12 Monaten verwendet werden (Schnäckel et al. 2007).  Eine weitere Steigerung 
der Fluoreszenzintensität durch zusätzliche RITC – PAH – Schichten  wird vor allem durch 
präparationstechnische Probleme erschwert. Mit zunehmender Schichtanzahl erhöht sich der 
Partikelverlust durch Reinigung und Aggregation von Partikeln.  
 
Die Vermischung von RITC – PAH mit ungelabeltem PAH, welches eine Verringerung der 
Konzentration von markiertem PAH in der Beschichtungslösung nach sich zieht, wurde 
ebenfalls untersucht. Nach Inkubation der Partikel mit der Beschichtungslösung in 
unterschiedlicher RITC – PAH / PAH – Fraktion tritt kein linearer Abfall der mittleren 
Fluoreszenzintensitäten auf (Abb. 21). Dies könnte durch eine höhere Affinität von RITC – 
PAH gegenüber reinem PAH auf die darunter liegende PSS – Schicht bedingt sein. Denkbar 
wäre auch, dass die Fluoreszenzausbeute von der Farbstoffkonzentration abhängt, da bei sehr 
niedrigen Farbstoffkonzentrationen eine Energieübertragung zwischen den 
Farbstoffmolekülen praktisch ausgeschlossen ist. Mit steigender Konzentration sinkt dann die 
Fluoreszenzausbeute sukzessive durch das Anschalten intermolekularer Wechselwirkungen 
zwischen den Farbstoffmolekülen. Der Bereich linear anwachsender Fluoreszenz wird durch 
Adsorption bei konstanter Farbstoffkonzentration in den Schichten realisiert.   
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4.4 RITC – PAH und FITC – PAH im Energietransfermodell 
 
4.4.1 Einfluss des Abstandes zwischen FITC – PAH und RITC – PAH 
 
Durch die Kombination von FITC – PAH und RITC – PAH in den Multischichten besteht 
eine zusätzliche Möglichkeit, die Fluoreszenzintensitäten der Partikel zu beeinflussen. 
Innerhalb der Versuchsreihe zeigt sich dabei, dass der größte FRET bei direkter Nähe der 
beiden Farbstoffe, nur getrennt durch eine PSS – Schicht, erreicht werden kann. Je größer der 
Abstand der beiden Fluoreszenzfarbstoffe durch ungelabelte Zwischenschichten wird, desto 
größer wird der durchschnittliche Abstand zwischen FITC –  und RITC – Molekülen. Bei 
mehr als 5 Zwischenschichten scheinen die meisten RITC – Moleküle keine Anregung mehr 
durch FITC zu erfahren (Abb. 22). Die Berechnung des absoluten Abstandes der 
fluoreszenten Schichten voneinander bei kolloidalen Partikeln kann nicht mit der 
standardmäßigen Förster – Gleichung für Schichten erfolgen. Der Schichtabstand ist nicht mit 
dem Abstand der Fluorophore gleichzusetzen. Es handelt sich um zweidimensionale 
Schichten mit teilweiser Überlappung in darunter – oder darüberliegende Schichten sowie 
einer Wahrscheinlichkeitsverteilung der Farbstoffe.  
 
Der Abfall der FRET – Effizienz (Abb. 23) scheint sich annähernd linear darzustellen. Dies 
ist aber aufgrund der Berechnung für einfache Schichtmodelle bei einem 
Fluoreszenzintensitätsabfall von 1/r
4
 nicht zu erwarten. Eine genaue Berechnung der 
Schichtabstände durch Kenntnis der FRET – Effizienz und des Förster – Radius scheint bei 
Polyelektrolytmultischichten sehr komplex zu sein, da Überlappungen einzelner Polymere in 
mehrere darauf – oder darunterliegende Schichten häufig sind. Der Schichtabstand konnte 
somit nicht mit Hilfe der üblichen Gleichungen und der hier gemessenen Daten ermittelt 
werden. Theoretische Untersuchungen zur Quantifizierung des vergleichsweise schwachen 
Abfalls der FRET Effizient mit dem Abstand wären sicherlich sinnvoll, konnten aber im 
Rahmen der Dissertation nicht angegangen werden. 
 
4.4.2 Additive RITC – PAH – Schichtung auf dem initialen FRET – Paar 
 
Eine Kombination aus beiden vorangegangenen Versuchsteilen stellt die additive RITC – 
PAH – Beschichtung nach dem initialen FRET dar. Obwohl eine FRET von FITC auf RITC 
auch bei drei Zwischenschichten Polyelektrolyt noch zu 20 % erfolgen kann, tritt dieser 
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offensichtlich nicht auf (Abb. 24). Wahrscheinlich wird die von FITC emittierte Strahlung 
bereits weitgehend von der ersten aufgelagerten RITC – Schicht absorbiert, so dass 
nachfolgende RITC – Schichten nur durch ihre eigene Fluoreszenz zur Steigerung der 
Gesamtfluoreszenzintensität beitragen. Dabei steigt die Fluoreszenzintensität auch nach einem 
FRET – Paar linear zur Anzahl der Schichten von RITC – PAH an. Beim Vergleich mit der 
RITC – PAH – Schichtung aus Kapitel 3.3 sind dabei auch ähnliche Anstiege der 
Fluoreszenzanstiege bei korrespondierenden Partikelpopulationen zu vermerken. Auf diese 
zusätzliche Gestaltungsmöglichkeit des Schichtsystems soll im Folgenden noch näher 
eingegangen werden. 
 
4.4.3 Eignung der RITC – und FITC – PAH – Schichtung als Bead Array Assay 
 
Die verschiedenen Partikelpopulationen aus den vorangegangenen Versuchen sollen nun 
hinsichtlich ihrer Fluoreszenzintensitäten verglichen werden. Die geringsten 
Fluoreszenzintensitäten zeigen dabei Partikel auf, die nur mit RITC – PAH beschichtet 
wurden. Bis zu sechs RITC – PAH – Schichten steigen im Fluoreszenzintensitätsniveau 
immer weiter an, erreichen aber nicht das Niveau einer FRET – Doppelschicht (FITC – PAH / 
RITC – PAH). Nach dieser Doppelschicht könnten weitere RITC – Schichten aufgelagert 
werden, um die Intensität weiter linear zu steigern. Die höchste Fluoreszenzintensität wird bei 
Partikeln mit zwei FRET – Doppelschichten  erreicht (Abb. 25). Ein Abstand von 5 
ungelabelten Polyelektrolytschichten zwischen beiden FRET – Paaren ist dabei nötig, da die 
untere RITC – Schicht auch von den zweiten FITC – Schicht angeregt werden könnte und so 
keine klare Zuordnung der Fluoreszenzintensitäten zu den FRET – Paaren möglich wäre.  
 
Das untersuchte Layer – by – Layer – System erreicht 12 
Fluoreszenzintensitätsgraduierungen. Möglicherweise kann durch Modifikationen ein dritter 
Farbstoff mit einem zusätzlichen Fluoreszenzparameters in einem gesonderten FACS – Kanal 
gemessen werden, analog zu kommerziell erhältlichen Bead Array Assays. Eine weitere 
Diversifikation kann unter anderem in diesem System analog zu RITC – PAH durch eine 
Abstufung durch von FITC – PAH von 1 – 6 Schichten erreicht werden. Dabei können die 
Populationen im FL1 – Kanal des FACS differenziert werden. Nimmt man die RITC – PAH 
bzw. FITC – PAH Fraktionen mit dazu, die vor der Beschichtung mit reinem PAH vermischt 
wurden, erhält man weitere 8 Möglichkeiten. Durch weitere kleine Modifikationen, in Form 
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von zusätzlich FITC – PAH Schichten können somit etwa 30 verschiedene 
Partikelpopulationen theoretisch erreicht werden.  
 
4.4.4  Limitationen und Perspektiven 
 
Durch die Layer – by – Layer – Beschichtung unter Verwendung von farbstoffmarkiertem 
PAH ist es möglich, Partikelpopulationen mit kontrollierten Fluoreszenzintensitäten zu 
erstellen, die im FACS differenzierbar sind. Die Pufferung mit 2-(N-
Morpholino)ethansulfonsäure erlaubt es, den pH – Wert kontinuierlich auf einem pH von 6 zu 
halten und damit Schwankungen während des Beschichtungsvorganges zu vermeiden, die für 
das Schichtwachstum ungünstig sind. Mit RITC – PAH können durch Variation der 
Schichtanzahl klar definierte Fluoreszenzgraduierungen, die hier bis zu einer Schichtdicke 
von 6 fluoreszenten Doppelschichten RITC – PAH / PSS untersucht wurden, im Labor mit 
geringem technischen Aufwand und Kosten erstellt werden. Die Fluoreszenzintensitäten 
steigen dabei je zusätzlicher Schicht linear an und ermöglichen einen direkten Vergleich 
zwischen Schichtanzahl und Fluoreszenzintensitätszunahme bei der Messung im FACS. Der 
FRET zwischen FITC und RITC bietet eine weitere Möglichkeit die Fluoreszenzintensität und 
damit die Variabilität des Systems zu steigern. Dabei können die Abstände zwischen den 
FRET – Partnern mit unmarkierten Polyelektrolytschichten so vergrößert werden, dass kein 
FRET mehr erfolgt und ein zweites Farbstoffpaar in den nachfolgenden Schichten wiederum 
einen FRET auslöst. Die Aufbringung zusätzlicher Schichten zur weiteren 
Fluoreszenzgraduierung über die 16. Polyelektrolytschicht hinaus ist möglich, wird aber 
durch zunehmenden Partikelverlust durch Aggregation und Waschung limitiert.  
  
Der Vorteil der LbL – Systeme gegenüber den kommerziell erhältlichen Bead Array Assays 
liegt in der großen Flexibilität der Gestaltung, vor allem durch die vielfältigen Kern – und 
Schichtbildner. Die äußere Schicht, die eine entscheidende Rolle bei der Interaktion mit der 
Umgebung spielt, muss bei der Layer – by – Layer – Beschichtung nicht zwangsläufig aus 
Polyelektrolyten bestehen und ist bereits auf vielfältige Art und Weise modifiziert worden 
(Fischlechner et al. 1999, Moya et al. 2000). Durch die  Möglichkeit der Auflösung des Kerns 
unter Beibehaltung der Multischichten konnten durch niedrige pH – Werte Poren im 
Schichtsystem geöffnet werden, durch die bestimmte Stoffe eingekapselt werden konnten 
(Donath et al. 1998). Darüber hinaus sind weitere interessante Forschungsansätze denkbar. 
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In Medizin, Biowissenschaften und der nanotechnologischen Grundlagenforschung haben 
kolloidale fluoreszenzmarkierte Partikel ein breites Anwendungsspektrum. Dabei können die 
Farbstoffe kovalent mit dem Partikel verbunden oder in das Partikel eingekapselt werden 
sowie im Layer – by – Layer – Verfahren zur Herstellung fluoreszenzgraduierter 
Multischichten verwendet werden.  
 
Das Layer – by – Layer – Verfahren beschreibt die Beschichtung einer geladenen Oberfläche 
mit entgegengesetzt geladenen Molekülen, wie zum Beispiel Polyelektrolyten,  durch 
elektrostatische und entropische Selbstorganisation aus einer Lösung heraus.  Nach einer 
initialen monomolekularen Schicht entstehen durch Wiederholungen mit alternierenden 
Ladungen Multischichten. Die Layer – by – Layer – Technik wurde zuerst für plane 
Oberflächen beschrieben und später auf kolloidale Teilchen übertragen. Die Messung der 
Teilchen erfolgt dann mit dem Durchflusszytometer oder der konfokalen Laser Scanning 
Mikroskopie (LSM). 
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Der erste Teil der Arbeit beschäftigt sich mit dem pH – Wert der Polyelektrolytlösungen 
während des Beschichtungsprozesses. Nach der Verbindung des fluoreszenzmarkierten 
Polyelektrolytes Polyallyaminhydrochlorid (PAH)  mit den Farbstoffen Rhodamin -  B – 
Isothiocyanat (RITC) oder Fluoresceinisothiocyanat (FITC) kommt es durch den 
Herstellungsprozess zu pH – Wert – Verschiebungen in den basischen Bereich, wohingegen 
die reinen Polyelektrolytlösungen von PAH und Polystyrensulfonat (PSS) einen sauren pH – 
Wert aufweisen. Die daraus resultierenden Schwankungen während der Beschichtung können 
jedoch mit einer Zunahme der Schichtdicke verbunden und ungünstig  für die Ausbildung 
homogener Multischichten sein (Shiratori und Rubner 2000). Eine Pufferlösung aus 2-(N-
Morpholino)ethansulfonsäure (MES) eignete sich hinsichtlich Löslichkeit und 
Beschichtungsverhalten der Polyelektrolyte von den getesteten Puffern am besten. Durch die 
Stabilisierung des pH – Wertes bei pH = 6 konnte erstmals eine streng lineare Zunahme der 
Fluoreszenzintensität korrelierend zur Anzahl der fluoreszenten RITC – PAH – Schichten 
erreicht werden. Die in MES – Puffer beschichteten Partikel weisen gegenüber denen in NaCl 
– Lösung  bis zu zweifach höhere Fluoreszenzintensitäten auf. 
 
Die Motivation des zweiten Teils der Arbeit besteht darin, die Polyelektrolytfarbstoffe RITC 
– PAH und FITC – PAH in der Multischicht zu kombinieren, um eine Abstufung der 
Fluoreszenzintensitäten zu erreichen. Dabei kann Energie von FITC – PAH auf RITC – PAH 
im Sinne eines Fluoreszenzresonanzenergietransfers (FRET) übertragen werden, um die 
Fluoreszenzausbeute zu erhöhen. Eine Anordnung von FITC und RITC in aufeinander 
folgenden Schichten erzielt dabei die größte Fluoreszenzintensität. Nach fünf 
Zwischenschichten reinem Polyelektrolyt können weitere fluoreszenzmarkierte 
Polyelektrolyte beschichtet werden, ohne von den kernnahen Schichten beeinflusst zu werden. 
Die kumulative Schichtung mit RITC – PAH bietet noch weitere Möglichkeiten zur 
Fluoreszenzintensitätsvariation. Dies ermöglicht eine differenzierte Erfassung 
unterschiedlicher Partikelpopulationen im FACS, wie in Abb. 26 schematisch verdeutlicht. 
 
Es konnte somit gezeigt werden, das mit Hilfe der Layer – by – Layer – Technologie und 
unter Ausnutzung des Fluoreszenzresonanzenergietransfers fluoreszenzgraduierte 
Partikelpopulationen, im Sinne eines Bead Array Assay, einfach und kostengünstig zu    
erstellen sind. In diesem Beispiel können mit nur einem FRET – Farbstoffpaar 12 klar 
differenzierbare Populationen abgegrenzt werden, die in ihrer Fluoreszenzintensität immer 
weiter ansteigen. 
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Abb. 26 
Schematische Zusammenfassung der Fluoreszenzintensitäten beschichteter 
Siliziumdioxidpartikel im FACS, 6. /8. /10. /12. /14. /16. Schicht PSS, Darstellung vereinfacht 
 
Durch Variation der Schichtanzahl von FITC – PAH sowie zusätzlichen fluoreszenten 
äußeren Schichten sind bis zu 30 Fluoreszenzabstufungen erreichbar.  Durch Erhöhung der 
maximalen Schichtanzahl, solange dies Partikelverlust und Aggregation zulassen, können 
mehr Schichten kombiniert und weitere Abstufungen erstellt werden. Es können somit 
Größenordnungen der Fluoreszenzgraduierung erreicht werden, die kommerziell erhältlichen 
Assays nahekommen. 
 
Mit einer unterschiedlichen Beschichtung der äußersten reaktiven Schicht, zum Beispiel durch 
Virusproteine oder Antikörper, kann jeder einzelnen Partikelpopulation ein spezieller 
Reaktionspartner zugeordnet werden. Damit ist es möglich, mehrere Analyten in einem 
Gemisch im Durchflusszytometers einfach und simultan, günstiger als mit kommerziell 
erhältlichen Assays und mit geringerer Probemenge zu quantifizieren.
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